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Lista de Abreviaturas 


a = al fa 


y = gama 

a-M M = 2 -M cti 1-D-ma no s 1 d io 
p-NTP = p-Nitrofeno fosfato 
* 2 P - Fosforo - 32 
33 P - Fosforo = 33 

4’ = AMDMIP - 4 - Aminomctil - 4, 5 - dimetil 
—isopsoraleno 
A = Adenina 


ABC = Complcxo avidina-biotina 

ABTS = 2,2-Azmo-bis-{3-etilbenzotiazoliria-6-acido 

sul ton ico 

ACN = AcetonitrLla 

ACTB = p-Actina 

A DP = Adenosina Difosfato 

AEBSF - Aminoetil benzilsulfoml ft no ret o 

AEC - 2,3 = Amino-9- elilcarbazol 

ALP - Fosfatase alcalina 

AP - Apurinicos/Apirimidinicos 

APAAP = Fosfatase-alcalina-anti fosfatase 

A PC = Aloficocianina 

APOB = Apolipoprotcina-B 

APS = Persulfate dc amonio 

AMPPD - 3-(4-Metoxispiro i 1,2 -dioxetano- 

3,2' - triciclo [3.3.1.1 '■ ')] dccan}-4-il) feniifosfato 

diss6dico-3 ou 3-[2' espiroadamantam]-4-inetoxi- 

4-[3 ”-(fosforiloxi)fenil]-l f 2-dioxetano ou 3-(4- 

metoxispiro[C2-dioxetane-3,2”-triciclo-[3J.l. 1 V )J 

dec a n] -4 -i 1) -feni l fo s fato d i ss 6d ic o 

ATP = Adenosina tri fosfato 

BBTP = 2 - [2-BenzotiazoilJ - 6 - bidroxibenzotiazol 
fosfato 

BCIP = 5-Bromo-4-cloro-3 indolil fosfato 

Biotina - HPDP = N-[6- (biotinamido) hexilJ-3 - (2 - 

piridilditio) propionamida 

BrdU = 5- Bromo - 2 - dioxiuridina 

BSA = Albumina serica bovitia 

C = Citosina 


Cap G = Capacete G 
CaW04 = Tnngstato de calcic 
CD = Cluster of differentiation 


CDD — Camara com dispositivo associado a carga 


cDNA = DN A coniplementar 


CE = Concentragao efetiva 


CH A PS = 3-[(3 -col ami deprop i 1 }di meti 1-amonio]-1 - 
pro p anos u t fon ato 

CLAD = Cromatografia liquid a dc alto desempenho 
CLAE = Cromatografia liquida de alia eficiencia 
CMV * Citotnegalovirus 
CN = 4 — cloro - 1 - naftol 

„p 

CN = Ion ciancto 

CNBr = Brometo de cianogeno 

CNEM = Comiss ao National dc Encrtia Nuclear 

> b* i 

CPRG = vermelho dc clorofenol J3-D- 
galactopiranosideo 

CuZn-SOD = Superoxido dismutase dependents de 
cobre-zinco 

DAB = 3, 3 r - Tetraidrocloreto dc diaminobenzidina 

DAN = 2,3 - Diaminonaftaleno 

DAF-2 = 4,5-Dlaminafluoresceina 

DA PI = 4\6- Diamidino - 2 - fenilindol 

d ATP = Desoxirribonucleotideo adenilato 

DC! = Dicloisocomarim 

dCTP = Desoxirribonucleotideo citidilato 

DEPC = Dietilpimearbonato 

DETA-NONOato = l-[2-(2-aminoetil)-N- 

(2-amonioetil) amino] diazen -1 —ium, 2-diolato 

DFP ou DipF = Diisopropilfosfofluoridrato 

dGTP = Desoxirribonucleotideo guanilato 

DIG = Digoxigenina 

DIPF = Diisopropilfosfofluoridato 

DMF = Dimetilformamida 

DMSO = Dimetilsulfdxido 
#■ 

DN A = Acido desoxirribonucleico 
dNTP = Desoxirribonuceotideos 
DO = Densidade optica 
dsDNA = DNA de dnpla fita 
dsRNA = RNA de dnpla fita 
DTE = Ditioeritrol 
DTT = Ditiotreitol 

dTTP= Desoxirribonucleotideo timidilato 
dUTP = T- Desoxirribonucleotideo uridilato 

f 

EDTA = Acido etilenodiaminotetracetico 
elFs = Fatores de iniciagao 

ELISA = Ensaio imunoabsorvente ligado a enzinia 
EMSA = Ensaio dc altera gao (retardamento) dc 
mobilidade eletroforetica em gel de poliacrilaminda 
EPIs = Equip am entos de prolegao individual 
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EPR =* Ressonancia paramagnetica eletronica 
ESTs = Sequencia tags expressas 
FACS = Citometria de fluxo 

FAD = Flavina adenina dinucleotideo (forma reduzida) 
FITC - Fluoresceina 

FPLC = Cromatografia liquida rapid a de proteina 
G = Guanina 

G6PDH = Glicose 6-fosfato-desidrogenase 

GAPDH - Gliceraldeido-3-fbsfato desidrogenase 

GPI - GlicosilfosfatidilinositoJ 

GPx = Glulationa peroxidase 

GR = Glutationa redutase 

GSH = Glutationa reduzida 

GSNO = S-nitrosoglutationa 

GSSG = Glutationa oxidada 

GTP = Trifosfato de guanosina 

HO, = Peroxide de hidrogenio 

HC1 = Acido cloridrico 

lle-JMc = Laser hciioneonico 

HgCl,= Cl ore to de mercurio 

HIV = Vims da imunodeficiencia humana 

11NPP - Fosfato 2 = Hidroxi 3 acido naftoico 2 P - 

fenilanilida fosfato 

I 111 RNA - RNA heteronuclear 

HOPPA- Acido -2 -amino 3-( p-hidroxifenil) propionico 

1IPLC = Cromatografia liquida de alto desempenho 

1IRP = Peroxidase de rabanete 

HSP = Proteina de choque termico 

1EF = Foealizagao isoeletrica 

IMP = inosina monofosfato 

Kb = Quilobases 

Mg 2 " Cl - Cloreto de in agues io 

MMP = Metaloproteases da matrix extracelular 

M M T S = Me ti 1 m eta no t i o ssul fat o 

Mn-SOD = Superoxido dismutase dependents de 

magnesia 

MOPS = Acido 3-(N-morfolino)-propano-sulfdnico 

Mr — Mass a molecular relativa 

niRNA = RNA niensageiro 

m/v - massa/volume 

N,0, = Triox ido de dinitrogenio 

NADPII = Nicotinamida adenina dinucleotideo 

fusfato, forma reduzida 

NAG = N- Acetilglicosamina 

NAM = Acido N-acetilmuramico 

NaOH = Hidroxido de sodio 

NBT - Nitroazul de tetrazolio ou Cloreto de tetmzolio 
nitroazul 

NEM = N-Etilmaleimida 
NO = Oxido nitrico 
N0 2 = Nitrito 


nt = Nncleotideo 

NTMT - Solu?ao de cloreto de sodio -Tris-HCl- 
Mg 2+ Cl - tween 
NTP = Ribonucletideos 
O, = Anion superoxido 

ia 

ODN - Oligodeoxinucleotideo 
OIL = Grupo Jaidroxila 

ONPG = Orto-nitrofenil fl-D-galactopiranosideo 

OPD = Diidrocloreto o-Fenilenodiamina 

PA = Pro-analise 

PAB = Biotina fotoativel 

PA BP = Proteina de ligagao a cauda de poli (A) 

PAP = Peroxidase-antiperoxidase 
pb = Pares de bases 

PBMC = Cclula mononueleada de sanguc periferico 

PBS — Tampao fosfato salina 

PBS A = Tampao fosfato tamponado sem calcio e 

magnesio 

PC = Piruvato carboxilase 
PCR = Rea^ao em cadeia pela polimerase 
PDH = Piruvato desidrogenase 
PerCP = Pirinidina clorofil 

PAGE/SDS = Eletroforese em gel de poliacrilamida 

corn sulfato de sodio dodecila 

PHP = Proteina histidina fosfatase 

PHPA = acido p-Hidroxifeni 1 acetico 

PI = fosfatidilinositol-3-quinase 

pi = Ponto isoeletrico 

PI-4P = Fosfatidi I inositol-4-5-di fos fato 

PLP = Paraformaldeido-lisina-periodato 

PMSF = Fluoreto de p-fenilmetilsulfonila ou Fluoreto 

de p-ferinilmetilsulfonil 

PMT = Fotomultiplicador 

pNPP = p-nitrofenol fosfato 

ppm = Partes pur milliao 

PPM = Protein as fosfatases estimuladas por Mg 21 

PPP = FosfoserinaTosfotreonina proteina fosfato 

Primer = Oligonueleotideo iniciador 

PSer = F os fuserina 

PTB = Tampao fosfato + tween 

PTGS = Silenciamento gen ico pos-transcricional 

PTH = Fenilisotiocianato depotassio 

P I hr = Fosfbtreonina 

PTP = Fosfotirosinas fosfatases 

PTyr = Fosfotirosina 

PVC = Cloreto de polivinila 

PVDF = Difluoreto de polivinilideno 

PVPP- Polivinil pirrolidona 

RE = Reticule endoplasm atico 

RER = Reticulo endoplasm atico aigoso 

RISC = Complexo de silenciamento induzido por RNA 
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Listii de Ahreviaturas 


RM = Ressonancia rnagnetica 
RMN = Ressonancia rnagnetica nuclear 

r 

RNA = Acido ribonucleic o 

RNA-AS — RN k-antisen.se 

RNAi = RNA interferente 

RNP = Riboiiucleoproteina 

rNTPs = Ribonucleosideo 5' - trifosfato 

RPA = Ensaio de protegao a ribonuclease 

R-PE - R-Ficoeritrina 

rRNA = RNA ribossomico 

ROX = Carboxi-x-rodamina 

RT = Transcriptase re versa 

RT-PCR = Transcribe reversa - reagao em cadeia pela 
polimerase 
S = Enxofre 

SAGE = Analise seriada da expressao gcnica 

SDS = Sulfato de sodio dodecila 

SDS-PAGE = Eletrofofese em gel de poliacrilaminada 

- sulfato dc sodio dodecila 

SFB = Soro fetal bovino 

-SH = grupo tin I 

siRNA = Pequenos RNA interferentes 

SNAP = S-nitroso-N-acetilpenici lamina 

S-NO = S-nitrosotidis 

snRNA - Peqneiios RNA nucleares 

SO D = Superoxido dismutase 

SSL? = Proteinas de ligagao a fita simples 

SSC = Solugao de cloreto de sodio e citrate de sodio 

ssDNA = DNA de fila simples 


T T>’ - 

= Tinuna 

TA = Temperatura ambiente 

TBE = Tampao Tris-acido borico-EDTA 

TBP = Proteina de ligagao TATA 

TBST = Tanipao Tris-salina + tween 

TCA = Acido trie lor oaeetico 

TE = Tampao Tris-EDTA 

TEMED = N,N,N P , N'- tetrametiletilenodiamina 

TF = Fatores de transcrigao 

TF11 D = Falor de transcrigao II D 

TLC = Cromatografia de carnada delgada 

TLCK = Clorometilcetona dc N-a-p-tosiFL-lisina 

T = Temperatura de dissociagao/Temperatura de 

desnaturagao 

TM13 = 3, 3' s 5, 5 - tetrametilbenzidina 

TPCK — Cromometilcetona dc tosil-L-fenilalanina 

TRF-1 = Fator de ligagao de repetigao telomerica-1 

TRF-2 = Fator de ligagao de repitagao tel om eric a 2 

Tris-HCl = Hidrocloreto dc tris (hidroximetil) 

aminometano 

tRNA = RNA transportador 
U = Uracila 

UI = Unidade intemaeional 

UNG = Uracila N-glicosilase 

UTP = Ribonucleotideo uridilato ou uridina trifosfato 

UTRs = Sequeneias nao codificadoras 

UV = Ultravioleta 

Vis = Visivel 

VRC = Complexo vanidil ribonucleosideo 
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£ 

Agua ultrapur a - obtida per meio de si stem a de osmose re vers a e troca ionica 

Bq — Beequerel — unidade de medkla no sistema international (ST) para radiatividade 

m/v — m assa/vol um e 

mer - denominaqao do comprimento, em numero de bases de uni oligonueleotideo de fita simples do DNA 
p/v - peso/volume 

PAGE/SDS - eletroforese cm gel dc poliacrilamida com sulfaro dc sodio dodecila 
q.s.p. - quantidadc suficicntc para 
rpm — revolu^oes por minutes 
v/ v - vo lu m e/vn 1 um e 


x g - multiples da aceleraqao da gravidade no nivel do mar; quantas vezes a amostra esta sendo acelerada ern relaqao 
a gravidade na superfide da Terra (Azevedo, 2003) 
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Prefacio 


Xo livro estao descritas as propriedades quimicas e estruturais de acidos nucleioos e protein as que permitem sua 
manipulate. Tambem, apresenta as principais tecnicas que possibilitam investigar mecanismos moleculares associa- 
dos aos process os de transcri^ao e smtese de p rote mas. 

Dm conjunto de conhecimentos que se encontram espalbados em diversos artigos e public a^oes esta aqui apre- 
sentado de maneira didatica, permitindo responder a perguntas relev antes sob re a mampulaqao molecular das cel u las 
e suas aplicaqoes. Neste con texto, o livro contempla conteudos sobre transcriptoma, proteoma e inetaboloma. O 
t ran sc rip tom a possibilita estudar a express an dos genes em resposta as mudan^as no mein ambiente, sejam el as nutri- 
cionais, patologicas ou ate mesmo decorrentes da administrate de drogas. O proteoma analisa o produtn dos genes 
(as proteinas). O objetivo do proteoma e compreender e explicar as miorma^oes contidas no genoma para elucidar 
os eventos c el u lares, como ? por exemplo, aqueles relac ion ados a etiologia de doe n^ as* O metaboloma, por sua vez, e 
o estudo da concentraqao dos metabolitos da celula ou do organismo como urn todo e suas altera^bes em resposta a 
docn^as, dictas ou mudanqas ambientais, por exemplo. 

O livro aborda a cclula enfatizando sua fun^ao c composicao quimka. Cad a tematica e seguida por um conjunto 
de tecnicas discutidas quanto aos sens fundamentos teoricos de forma aprofundada e possiveis aplica^oes. Contempla 
ainda a descri^ao da estruturae propriedades dos acidos nucleicos seguida de metodologias frequentemente utilizadas 
para a investigate dcstas molccuks. Dcscrevc-sc a origem, obten^ao, cstrutura e propriedades das protefnas c sens 
me todo s usuais dc analisc. Os conhecimentos assim adquiridos intcragcm buscando ente rider e inter ferir nas res¬ 
posta s dos organismo s frente a e stimulus diversos e se complement am com estudos da concentraqao dos metabolitos 
cclula res, 

E um texto dirigido para pesquisa e diagnostico, in teg ran do diie rentes areas, tais como; Biologta, Microbiologia, 
Imunologia, Vlrologia, Medicina, Biomedicina, Veterinaria e Farmada. O texto pode ser usado por alunos de ini’ 
cia^ao eientihea, pos-graduandos, pos-doutorandos e pesquisadores experientes. Pode ser de enorme utilidade para 
profissionais que trabalbam em laboratdrios cl ini cos e hospitalares, banco? de sangue, industrias de biotecnologia, 
laboratories de diagnostico de do ericas intecciosas e institutes de criminalistic a (fo reuse). Desta maneira, este livro 
atende as mais diferentes areas que fazem uso desse conhecimento. A abordagem didatica na apresenta^ao dos me¬ 
canismos envolvidos nos pro cess os biologicos e na? tecnicas laboratoriai? per mite que os professional? in teres? ados 
possam implanta-las e desenvolve-las com conbeci mentos soli dos. 
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1. Biologia da Celula 

Philip Newshvlme 


Introdu^ao 

As celulas sao as menores estruturas capazes de 
rcalizar os processes basicos da vida, tais como utilizar 
nutrientes, cxpclir os produtos do metabolismo c repro- 
duzir-se. Todos os seres vivos do planeta Terra sao com¬ 
pos tos per celulas, A1 guns organ ismos microscopicos, 
como as bacterias e os proto zoarios, sao uni celula res, is to 
e, sao cons tit uidos de uma unica celula. Plant as, animais 
e fungos sao multicelulares, is to e, sao compostos por 
um grande niimero de celulas que trabalham em con- 
junto. Uma celula pode ser uma unica bacteria ou uma 
em trilhoes no scr humano, porem, com arquitetura e 
eficiencia surpreendente. As celulas executam mil bares 
de rea^oes bioquimicas a cada minuto e produzem novas 
celulas que perpetuam a vida. 

O tamanho das celulas varia consideravelmente. A 
menor, um tipo de bacteria conhecido como micoplas- 
ma, mede 0,0001 mm de diametro. Is to significa que 
10.000 micoplasmas enfilcirados tem somente a largura 
dc um fio dc cabclo humane. Entrc as maiores estao as 
celulas nervosas do pesco^o de uma girafa. Essas celulas 
podem exceder os 3 metros (9,7 ft) em comprimento. 
As celulas hum anas tambem possucm uma variedade 
de tamanhos, desde as menores celulas do sangue, que 
medern 0,00076 mm, ate as celulas do fig ado, que po¬ 
dem scr dez vezes maiores, Ccrca dc 10,000 celulas bu¬ 
rn an as de tamanho medio podem caber cm uma cabcpt 
de alfinete. 

Juntamente com suas diferen^as de tamanho, as 
celulas tem uma variedade dc formas, Algumas, assim 
como a bacteria Escherichia coll, assemelham-se a hastes. 
O Paramecium 7 um tipo de protozoario, e fino, longo 
e escorregadio; a Ameha , outro protozoario, tem forma 
irregular e muda de forma con for me se movimenta. As 
celulas das pi ant as assemelham-se tipicamente a calx as 
ou a cubes, Em seres humanos, as celulas da camada 
mais externa da pele sao achatadas, enquanto as mus- 


culares sao longas e finas. Algumas celulas nervosas 
possucm cxtcnsocs scmclhantcs a tcntaculos alongados 
alramcntc cspccializados. 

Em organismos multicelulares, o formato das cc- 
lulas e definido de acordo com a fun^ao que el as exer- 
cem. Po r exemplo, as celulas da pele, achatadas e com¬ 
pact ad as em camadas, protege m os tec id os subjacentes 
da invasao de bacterias. Longas c finas, as celulas mus- 
culares contracm-sc cm tamanho para movimentar os 
ossos. As inumeras cxtcnsocs dc uma celula nervosa 
capaeitam-na a conectar-se coni varias outras celulas 
nervosas para que possam enviar e receber mensagens 
rapida e eficientemente. 

Uma unica celula c um modclo dc independence 
c autocontrolc. A celula rcaliza trocas constantcmcn- 
tc, movimcnta-sc e transporta molcculas csscnciais dc 
um lugar a outro para executar as fun foes neeessarias 
a vida. Apesar de suas individu alidades, el as, de modo 
geral, apresentam uma grande habilidade de se agrupar, 
comunicar c dc interagir com outras celulas. O corpo 
humano, por exemplo, c const!tuido dc ccrca dc 20 a 30 
trilhoes dc celulas, Difcrcntcs tipos dc celulas sao orga- 
nizados em grupos especializados, denominado de teci- 
do. Tendoes e medula, por exemplo, sao compostos por 
teeido conjuntivo, ja a pele e as membranas mucosas sao 
constituidas de teeido epitelial, Dlferentes tipos de te- 
cidos sao agrupados, for man do os orgaos, Esses orgaos 
sao estruturas organized as que executam funfoes parti- 
culares. Exemplos de orgaos incluem: corafao, estoma- 
go e cerebro. Os orgaos, por sua vez, sao organizados 
formando sistemas, tais como o circulatorio, digestorio, 
endocrino, imunoldgico e o nervoso, Todos os sistemas 
juntos for mam o corpo humano. 

Os componentes das celulas sao as mol ecu las, estru¬ 
turas nao vivas, for mad as pela uniao de atomos. Peque- 
nas mole cu las ser vein como blocos de construfao para 
moleculas maiores. Protefnas, acidos nucleicos, carboi- 
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dratos e 1 ipi'clios (fosfolipidios e triacilglicerdis) sao as 
quatro principals moleculas que suportam as estruturas 
e participam das fimqoes celulares. Por exemplo, urn 
arranjo firmemente organ izado de lipidios, protein as 
e compostos complexos de protein a-a^ucar formam a 
membrana plasmatic a, ou o limitc externo de mu it as 
celulas. As organelas, compartimentos circundados por 
membra n as que estao no interior das celu las, sao consti- 
tuidas de lipid ios e protein as. Reaqoes bio quimicas nas 
cclulas sao acclcradas por aqao dc enzimas, proteinas cs- 
pccializadas que catalisam as rcaqdcs quimicas. O aci- 
do desoxirribo nuclei co (DNA) contem as informaqdes 
hereditarias das celulas, e outro aeido nucleico, o acido 


ribonuclcico (RNA), age com o DNA para dccodificar 
c determinar a scquencia dc aminoacidos dc milharcs 
de protein as necessarias as celulas. 


Estrutura Celular 

As celulas sao class! ficadas em duas categorias: 
procaridtica ou eucariotica. Em uma celula procari- 
dtica, bacteria c arquibacteria, todos os componentes, 
incluindo o DNA, misturam-sc livremcntc no sen in¬ 
terior. Celulas eucaridticas, que formam plantas, ani¬ 
mals, fungos e todas as outras formas de vida, contem 
numcrosos compartimentos, ou organelas, no interior 
dc cad a cclu la. O DNA cm celulas cucaridticas c cncap- 
sulado em uma organela especial chamada de nucleo, 
que serve como centro de controle da funqao celular e 
armazenamento de in forma 96 es. O termo procaridtico 
origina-sc do grego, que significa “antes do niiclco” ou 
“pre-nucleo”, enquanto eucariotica significa “niiclea ver- 
dadeiro”. 


Celulas Procarioticas 

As celulas procariotkas estao entre as mcnorcs dc 
todas as celulas, variando cm tamanho dc 0,0001 a 
0,003 mm de diametro. Aproximadamente 100 celulas 
procarioticas enfileiradas em uma coinna igualariam a 
espcssura dc uma folha dc livro. Essas celulas, que po- 
dem ser cm forma dc hastes, csfcricas ou c spirals, sao 
circundadas por uma parede celular protetora. Como 
a maioria das celulas, as procarioticas vivem em meio 
aquoso, como cm solo umido, lago, ou fluidos circun- 
dando as celulas do corpo humano, Poros minusculos 
na parede celular possibilitam que a agua e substancias 
nela dissolvidas, como o oxigenio, flu am para o interior 
da celula. Esses poros tambem perm item que os resi¬ 
dues metabolicos saiam da celula. 

Abaixo da parede celular hca uma fin a membra¬ 
na, denominada de membrana plasmatic a. Esta e 


constituida de duas eamadas de moleculas de lipidios 
flexiVeis e intercalados coin protein as, tambem flexi- 
veis e fortes. Ao contrario da parede das celulas em 
que os poros abertos permitem o transporte irregular 
de materials para dentro e fora da celula, a membrana 
plasmatic a e seletivamente perinea vel, isto e, per mite 
apenas a passagem de certas moleculas. Desse modo, 
a membrana plasmatic a separa ativamente o conteudo 
da celula de seu meio externo. 

Enquanto pc que nas moleculas como agua, oxige- 
nio c dioxido de carbono difundem-se livremente atra¬ 
ves da membrana plasmatica, a passagem de moleculas 
maiores, incluindo os aminoacidos (biocos de cons- 
tr utores das protein as} e aqu cares, e cuidadosamente 
regulada. Proteinas transportadoras especializadas 
reaiizam essas tare fas. As proteinas transportadoras es¬ 
tao na membrana plasmatica, form an do uin complexo 
si stem a de bombas e canais atraves dos quais ocorre 
o transporte de metabolitos. A 1 gum as subs tan eias en- 
contradas nos fluidos ao re dor so m elite podem entrar 
na celula atraves do transporte especffico me dia do por 
uma protein a transportadora. Dess a forma, as celulas 
regulam seu meio interno mantendo-o constante. 

A membrana plasmatica engloba o citoplasma, um 
semifluido que preen die 0 interior da celula. Composto 
por 65% de agua, o citoplasma apresenta bilboes de 
moleculas, um meio rico que inclui enzimas e nutrieli¬ 
tes dissolvidos. A agua cria um ambiente favoravel 
para mil bares de reaqoes bioqui micas que acontecem 
no interior da celula. 

O DNA encontra-sc no citoplasma dc todas as 
celulas procarioticas. Essa c uma molccula complexa 
compost a de dupla he lice (ver Capftulo 2 }. O DNA 
tern cerca de 1.000 vezes o comprirnento da celula, e 
para que fique em seu interior, se torce repetidamente 
e se dobra, para formar uma estrutura comp acta eha- 
mada cromossomo. O cromossomo nas celulas proca¬ 
rioticas e circular e esta local izado em uma regiao da 
celula chamada nucleoide. Fre que n tern ente, cromos- 
somos men ores ebamados de plasm ideos estao locali¬ 
zation no citoplasma. O DNA e dividido em imidades 
cb a mad as genes que, como um longo trem, c dividido 
em vagoes. Dependendo da especie, o DNA contem 
centcnas ou ate mi lh a res dc genes. Um gene contem 
instruqoes codificadas para a construqao de todas ou 
parte de uma protein a. As enzimas, que sao proteinas 
especializadas, determinam virtualniente todas as rea- 
90 c s bio quimicas que mantem as buboes das celulas. 

As linicas organ el as de uma celula procaridtica, que 
sao minusculos granulos ebamados ribossomos tam¬ 
bem estao imersas no citoplasma. Estes sao os locais de 
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sintese de protefnas da celula* Seguindo as mstru^oes 
do codigo genetico do DNA, os ribossomos produzem 
centenas de copias das protein as por mimito, fbrmando 
enzimas, protein as transport ad eras ou outras protein as 
requeridas pel as celulas. 

A extraordinaria diver si dade bioquimica de uma ce- 
lula procari 6 tica e manifestada pelo ample estilo de vida 
das cianoffceas e das bacterias, cujo habitat inclui as regibes 
polares, de series, re gibes de passage ns hidroter micas e nas 
profundezas dos oeeanos sob grande pressao, onde nascen- 
tes de agua quente (geysers) entrant ein erupfao a partir das 
rachaduras existentes no fun do do oceano. 


Celulas Eucarioticas de Animals 


Celulas eucarioticas sao dez vezes m a lores do que 
cclulas procarioticas* Nas cclulas animais, a mcmbra¬ 
ti a plasmatic a, cm vcz da parede cclular, forma m os li- 
mites ex ter nos da celula. Com um formate similar ao 
da m cm bran a plasmatic a dc uma celula pro carlo tic a, a 
membrana plasmatic a separa a celula daquilo que a ro- 
deia e regula o trafego molecular. 


O citoplasma das celulas eucarioticas e similar ao 
das cclulas procarioticas, com cxcc^ao dc uma dife- 
renga importantc: as celulas eucarioticas abrigam um 
nuclco c numcrosas outras organclas envoividas por 
membrana* Como cscritorios cm uma empresa, cs- 
sas organelas desempenham fungoes especializadas 
eficientemente, A sintese de protemas e lipidios, por 
exemplo, acontece ein organelas diferentes, onde estao 
local izadas enzimas especificas* 


O nuclco c a maior organcla da celula animal* Ele 
contcm numcrosos filamentos dc DNA, scndo o com- 
primento de cad a iilamento varias vezes maior que o 
diametro da celula. Ao contrario do DNA circular da 
celula procariotica, as longas fitas de DNA eucario¬ 
ticas agregado dentro do nucleo estao envolvidas por 
protein as, Quando a celula comega a sc dividir, cada 
fl amen to de DNA dobra-sc sobre si mestno varias ve¬ 
zes, form an do um cromossomo de forma achatada. 


O nucleo e rode ado por uma membrana de cam ad a 
dupla que protege o DNA dos possiveis da nos das rea- 
90 es quimicas que ocorrem no citoplasma. Mens age ns 
pass am do citoplasma para o nucleo atraves dos poros 
nuclcares, que sao orifkios existentes na membrana do 
nucleo* Em cada poro nuclear, sinais moleculares apa- 
recem (piscam) cm uni vaivem, a quase dez vezes por 
segundo. Por exemplo, um sinal para ativar um gene es- 
pe ditto chega ao nucleo e a infermaqao para a produgao 
da protein a correspond ente vai para o citoplasma. 


Acoplado a membrana nuclear existem bolsas mem¬ 
bra nos as achatadas chain ad as de retieulo endoplasm ati¬ 
co. Ess a organcla forma tubes no interior do citoplasma, 
dob rati do-sc cm torno de si, forma ndo um am on to ado 
membranoso. Existem duas formas de retieulo endo¬ 
plasm atico; o rugose c o 1 iso* O retieulo endoplasm atko 
rugoso (RER) e assim c ham ado por que content ondu- 
lagbcs, visto ao microscopio* Essas ondulagbcs sao, na 
realidade, milhares de ribossomos ancorados 11 a super- 
ficic da membrana* Os ribossomos das cclulas eucario¬ 
ticas tern a mesma fungao daqueles das celulas pro ca¬ 
rlo ticas, a sintese dc protcina, mas com uma pequena 
diferenga na estrutura. Esses ribossomos ancorados ao 
retieulo endoplasmatico ajudam a sintetizar as protcinas 
exportadas da celula. Os ribossomos atuam em conjun- 
to com outras moleculas para ligar os aminoacidos as 
p rote 1 nas pare! aim ente slntetizadas* As p rotes nas ainda 
incompletas vao para a cavidade interna do retieulo en- 
doplasmatico, onde modif canoes quimicas como adigao 
de agucar ocorrem. As modificagbes quimicas dos lipi¬ 
dios tambem ocorrem no retieulo endoplasm atico* 

O retieulo endoplasm atico e seus ribossomos sao 
particular me ntc abundances nas celulas que produzem 
muita protein a para exportagao, tais como os plasmoci- 
tos, que produzem c see ret am anticorpos. Alguns ribos¬ 
somos nao estao ancorados no retieulo endoplasm atico, 
mas tambem produzem protein as* Esses sao chain a dos 
ribossomos livres, estao dispersos no citoplasma c pro¬ 
duzem protefnas, em geral enzimas, que per mane cent 
nas cclulas* 

O segundo tipo de retieulo endoplasm atico e o 11 so, 
que nao possui ribossomos e tern super fide lisa. No 
interior dos can a is e spirals do retieulo endoplasm atico 
estao as enzimas necessarias para a sintese de macro 
moleculas como carboidratos e lipidios, O retieulo en¬ 
doplasm atico liso e abundante nas celulas do figado, em 
que tambem e importante para metaboltzar e eliminar 
sub stand as como alcool, drogas e venenos. 

As protcinas sao transportadas a partir dos ribosso¬ 
mos livres e aqueles ancorados no RER para o comple- 
xo dc Golgi. Esta organcla lenibra um amontoado dc 
hexi gas murchas, repleta de enzimas que completam 
o proccssamcnto das protcinas, Essas enzimas adicio- 
nam atom os de fosfoms e enxofre a cert as re gibes das 
protefnas, por exemplo, oil re movem suas por goes ter¬ 
minals. A protein a completa deixa, entao, o complexo 
de Golgi para seu destino final no interior ou fora da 
celula. Durante seu processamento no ribossomo, cada 
protcina e elongada com um peptideo de 4 a 100 ami- 
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noacidos chamado de sirrah O peptfdco sinal atua como 
uma mole cu la de tramp or te que direciona as proteinas 
para locals especfficos da celula. 

Os lisossomos sao pequenas organelas esferieas que 
atuam como centro dc rcciclagcm c “lixeirah Enzimas 
digestivas presentes no lisossomo degradam organelas 
com fungao compromctida c transportam sens bio cos 
constitlitivos para o ci to plasma onde sao us ados na pro- 
dugao dc novas organelas. Lisossomos tambem desinte- 
gram e reciclam proteinas, lipidios e outras moleculas. 

As mitocondrias constituem o local principal de 
produqao de energia na. celula. Essas organelas podem 
parecer ovais on cm forma dc feijao ao mkroscopio 
eletronico. No interior dessas long as e delgadas orga- 
nclas, enzimas convertem moleculas simples contendo 
carbono, hidrogenio e oxigenio em adenosina trifos- 
fato (ATP)* Essa molccula fornccc a energia para que 
os processes celulares ocorram como o transporte de 
sub stand as atraves da membra na plasmatica, a sintese 
e o transporte de proteinas e lipidios, a reck!ageni de 
moleculas e organelas c a divisao celular. As celulas 
mu Scu lares e hepatic as sao muito at ivas e requerem 
centenas de mitocondrias para suprir sua demand a 
energetic a. As mitocondrias sao diferenciadas, pois 
contem DNA na forma de cromossomos ci rcul ares, 
como as celulas procarioticas, e possucm seus proprios 
ribossomos e dividem-se independentemente da celu- 
la. As mitocondrias apresentam proteinas que sao pro- 
duzidas a partir do DNA mitocondrial e outras que 
sao importadas do citoplasma e sintetizadas a partir 
do DNA nuclear. 

As celulas eucarioticas relativamente grandes reque¬ 
rem suportc cstrutural O citocsquclcto c uma rede di- 
namiea de tubos proteicos, flbras e filamentos que eru- 
zam o citoplasma, ancorando as organelas cm lugarcs 
apropriados, fazendo com que as celulas adquiram sua 
forma c cstrutura. Muitos componentes do citocsquc- 
leto sao unidos e separados conforms as nccessidades 
da celula. A1 guns deles (microfilamentos) servem como 
trilhas microscopic as, nas quais proteinas e outras mo¬ 
leculas "Viajam” como se fosseni minitrens. 

Celulas Eucarioticas das Plantas 

A s ce lul as das plantas tern todos os componelites de 
uma celula animal, porem, cxisccm algumas estruturas 
adicionais como cloroplastos, vacuolo central e parede 
celular. Os cloroplastos convertem energia luminosa, 
a partir do sol, em agucar, em um processo conheci- 


do como fotossintese. Os cloroplastos, assim como as 
mitocondrias, possuem cromossomos circulares e ri- 
bossomos como nos procariotos, os quais produzem as 
proteinas que. os cloroplastos precis arm 

O vaciiolo central dc uma celula madura ocupa a 
maior parte desta. O vacuolo, um saco membranoso, 
empurra o citoplasma e as organelas para a borda da ce¬ 
lula. O vacuolo central estoca agua, sais, ague&res, pro- 
tefnas e outros nutrientes, Em adigao, tambem estoca 
pigmentos de cor azul, verm el ha e roxa que dao as flores 
suas Colorado es. Alem disso, o vacuolo contem re si'duos 
de gosto amargo para certos insetos, desencorajando-os 
de se alimentarem das plantas. 

Nas celulas das plantas, uma parede celular resis- 
tente circunda e protege a membrana plasmatica. Seus 
poros pos sibil itam que materials passem livremente de 
lor a para dentro das celulas e vice-versa. A forga da pa¬ 
rede tambem per mite a celula ab server agua para o in¬ 
terior do vacuolo central que se avoluma sem estourar. 
O resultado da pressao na celula prove as plantas com 
rigid cz e suportc para os galhos, fold as c flores. Sem 
pressao suficiente dc agua, as celulas colapsam-sc e as 
plantas murchain. 


Funfdes das Celulas 

Para permanecerem vivas, as celulas devern executar 
uma variedade de fungoes. Algumas celulas devem ser 
capazes de se movimentar c a maioria del as deve ter a 
capacidade de se dividir. To das as celulas devem m an¬ 
te r a concentragao adequada de metabolitos, eletrolitos 
e agua em seus citoplasmas, cap tar nutrientes e usa-los 
para a produgao de energia, recidar moleculas, descar- 
tar seus produtos do metabolismo e sintetizar proteinas. 
As celulas tambem devem ser capazes de responder a 
mudanca no meio onde estao. 

3 

Movimenta^ao 

Muitos organ!smos unicelulares nadam, deslizam, 
balangam ou rastejam para procurar nutrientes ou es- 
capar dc seus i nimigos. Organismos nadantes frequen- 
temente sc movcm por um flagdo, uma longa cstrutura 
dc protefna cm forma dc cauda. Muitas bactcrias, por 
exemplo, tern um, dois ou varies flagelos que giram 
como helices para a movimentagao longitudinal do or¬ 
gan is mo* A1 guns organismos eucariotos, dc celula uni- 
ca, como a euglena tambem possuem um flagelo, mas e 
mais grosso e mais longo do que os flagelos dos proca- 
riotos. Os flagelos dos eucariotos movimentam-se para 
cima e para baixo como um chicote. O espermatozoide 
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de mamiferos usa seu flagelo para nadar cm dire910 ao 
ovulo da femea para a fecunda^ao. 

Os movimentos celulares nos eucariotos sao tam¬ 
bem realizados por calios pequcnos, como fios de cabe- 
1o, formados deprotema e sintetizados pelos centriolos, 
estruturas em forma de barril situadas 110 citoplasma, 
que agrupam e quebrain filamentos de protema. Mi¬ 
ll* ares de cilios estendem-se ao longo da membrana 
plasmafica e cobretn a superficie da celula, dando-lhe 
uma aparencia densa e peluda. At raves da pnlsa^ao de 
sens cilios, como se fossern remos, organismos como o 
Paramecium movimeritam-se cm ambiente aquoso. Em 
celulas que nao se movimentam, os cilios sao us ados 
para outros propositos. No trato respiratorio dos hu- 
manos, por exempio, milhoes de celulas ciliadas pre- 
vine m que pocira c micro organ ism os aspirados entrem 
nos pulmocs, varrendo-os para a corrcnrc dc mueo na 
boca, onde serao engolidos. Flagelos e cilios eucariotos 
sao formados a partir de corpos basais, estruturas pro- 
tcicas pequenas, Localizadas na parte externa da mem¬ 
brana plasmatica. Corpos basais tambem auxiliam na 
ancoragem do flagelo e cilios. 

Outras celulas como a ameba e as celulas brancas 
do sangue movem-se por movimento ameboide ou ras- 
tcjam-sc. Elas empurram scu citoplasma para formar 
urn pscudopodo temporario, ou ‘pcs falsos^ os quais 
localizam-se em frente as celula, como bravos alongados. 
Eles, entao, empurram a extrernidade de seu citoplasma 
para os pseudopodos. Uma celula com movimenta^ao 
ameboide podcra perdcr uma corrida para uma euglena 
ou Paramecium. Porem, embora isso seja lento, a loco- 
mo9ao ameboide e forte o suficiente para movimentar-se 
contra uma cor rente, capacitando organismos que vivem 
em met os aquosos a perseguir e devorar suas pres as, por 
exempio, ou celulas brancas do sangue vagando pela cor- 
rente sanguine a a espreitar e cnglobar uma bacteria. 

Nutrifao 

lb das as celulas requerem nutrientes para pro dugao 
de energia e apresentam varios mecanismos diferentes 
para capta-los. Nutrientes dissolvidos ern um lago, por 
exempio, podem scr transportados atraves da membra¬ 
na plasmitica para o interior dc um organismo que vive 
nesse ambiente, por meio de uma serie de moleculas 
transport ad or as especializadas. Em seres humanos, a 
cavidade do intestino delgado apresenta os nutrientes 
digeridos provenielites dos alimentos* As celulas que 
form am as paredes do intestino usam transportado- 
res para captar os aminoacidos e outros nutrientes da 
cavidade intestinal para a corrente sangumea. Certos 


organismos unicelulares, como as amebas, tambem sao 
capazes de localizar e captar os nutrientes. Esses orga¬ 
nismos unicelulares usam um processo conliecido como 
endocitose, no qual a membrana plasmatic a engloba a 
particula de nutriente, encapsulando-a em uma veSim¬ 
la, que c subsequent mente in cor por ad a pela celula. 

Energia 

As celulas requerem energia para cxcrcer suas fun- 
90 es, incluindo movimenta^ao, sintese e degrada^ao de 
moleculas e transporte de substancias pela membrana 
plasmatic a. Os nutrientes contem energia, mas as cc- 
lulas devem converte-la dos nutrientes cm outra forma 
de energia, espedficamente, em moleculas de ad e no sin a 
trifosfato (ATP), moeda de energia da celula. Em orga¬ 
nismos eucariotos tais como plantas, animals e fungos, 
as mitocondrias sao responsive is pela produ^ao de ATR 
O interior de cad a mitocondria e cons tit u id o por uma 
membrana interna que e dob rad a em forma de labirinto 
com compartimentos separados, chamados crista. Nas 
cristas, ha uma sequencia de enzimas que coiivertem 
um metabolito em outro gerando ATR Milhares de 
moleculas dc ATP sao produzidas a cada segundo pclas 
celulas. Na maioria das celulas cucarioticas, esse proces¬ 
so exige apresenta de oxigenio, sendo coiihecido como 
respira^ao aertibia. 

Alguns organismos procariotos apresentam meta- 
bolismo aerobic, mesmo nao possuindo mitocondrias. 
Elcs o fazem utilizando enzimas i sol ad as c dispersas no 
citoplasma. Muitas espeeies de procariotos vivem em 
ambiente onde ha pouco ou nenhum oxigenio, lug ares 
como lama, lagos cstagnados, ou no interior do intesti¬ 
no dc animais. Alguns desses seres produzem ATP na 
auscncia dc oxigenio cm um processo conhccido como 
metabolismo anaerobic, onde o suifato ou outra subs- 
tancia esta 110 lugar do oxigenio. Ainda, outros seres 
procariotos e lcveduras sintetizam ATP na auscncia dc 
oxigenio cm um processo conhccido por fermenta^ao. 

Qua sc to dos os organismos dependem do aquear 
glicose para produzir ATR A glicose e fabricada pelo 
processo de fotos sintese, no qual a energia luminosa e 
transform ada cm energia quimica, o a^ucar. Os animals 
c fungos nao podem rcalizar fotos sintese e dependem das 
plantas e de outros organismos fotossinteticos para ess a 
funQo. Em plantas, como j a vis to, a fotos sintese acontece 
em uma organela chamada de cloroplasto. Os cloroplastos 
contem numerosos compartimentos in ter nos chamados 
tilacoides, onde enzimas auxiliam no processo de conver- 
sao de energia. Uma unica celula de uma folha de arvore 
contem de 40 a 50 cloroplastos. Com luz solar suficiente, 




VENDEDORAPOSTILASMEDICINA@HOTMAIL.COM 

And/ises de RNA^ Proteinas e Metabolites: Mctodoicgia e Prate dimen ton Teem cos 


uma arvore e capaz de produzir acima de duas toneladas 
de aifecar em uni unico dia. A fotossmtese em organ ism os 
procariotoSj como em bacteria s aquatic as, e reaiizada por 
enzimas agrupadas nas dobras da membrana plasmatica, 
diamadas de cromatoforos. Racted as aquatic as produ- 
zem o alimento con su mi do por organ ism os minusculos 
que vivem em aqudes, rios, lagos e mares. 


Smtese de Protemas 

Uma celula contem cere a de 30.000 protein as. 
Muitas dess as protein as sao enzimas necessarias para 
sintetizar a maioria das moleculas, que faz parte das 
celulas (carboidratoSj lipid ios, protein as, acido nuclei- 
eo)j ou para auxiliar na quebra de tais moleculas apos 
terem si do danificadas. Outras protein as tazem parte 
da estrutura da celula, estando presentes na membra¬ 
na plasmatica e ribossomos, por exemplo. Em animais, 
as protein as tambem constituem bo rmon ios e anticor- 
pos, ou moleculas transportadoras. A hemoglobin a, por 
exemplo, e uma protelna que transporta oxigenio nas 
celulas vermelhas do sangue. 

Entrctanto, antes que uma protein a possa sc r sintc- 
tizada, a mensagem molecular para que is to ocorra esta 
em um ou mais genes. Nos seres humanos, por exem¬ 
plo, urn gene contem ape nas a infer ma^ao para a pro- 
tclna insulina, o hormonio que as celulas prccisam para 
captar glicosc da corrcntc sangumca, Por outro lado, ha 
pelo menos dois genes que contem a infermaqao para 
a fermaqao do col age no, protein a abundante na pele, 
tcndocs c ligamentos. O proccsso de smtese dc protc- 
i'na corner quando fatorcs dc transcribe, cm resposta 
a um sinal celular, ligam-se ao gene que contem o cb- 
digo para a protdna requerida ou para parte del a. As 
enzimas transferem o codigo para uma nova mol ecu la 
chamada RNA mensageiro, a qual, por sua vez, leva 
o codigo do nucleo para o citoplasma. Isto possibilita 
que o codigo gcnctico original pcrmanc^a no nucleo, 
com o RNA mensageiro entregando pequenos peda^os 
de informafbes do DNA para o citoplasma, con forme 
neeessario. Dependendo do tipo de celula, centenas ou 
ainda milharcs de moleculas dc RNA mensageiro sao 
produzidas por minuto. 

Uma vez no citoplasma, a mol ecu la de RNA men¬ 
sageiro liga-se a um ribossomo* O ribossomo move-se 
em um trilbo, estimulando outra forma de RNA, o 
RNA transported or. Este atua incorporando os amino- 
acidos necessaries, presentes no citoplasma, na m ole co¬ 
la de protein a que esta sendo sintetizada. A protein a e 
modificada no retic.ulo endoplasmatico e no complexo 


de Golgi para atingir a forma molecular definitiva que 
garante a esta exercer sua fun^ao em plenitude. 


Divisao Celular 

A maioria das celulas divide-se em algum momen- 
to durante seu ciclo de vida, e algumas, dezenas de ve- 
zes antes de morrerem. Os organ is mos dependem da 
divisao celular para reprodu^ao, crescimento, reparo e 
substitute de celulas dan i head as. Existem tres tipos 
de divisao celular: fissao bin aria, meiose e mitose. Fis- 
sao binaria ocorre nos procariotos e produz duas celulas 
identicas. O processo mais complexo de mitose, o qual 
tambem produz duas celulas geneticamente identic as 
a partir de uma unica celula, e us ado por muitos seres 
eucariotos unicelulares para a reprodupao. Organismos 
multicelulares usam a mitose para o crescimento, re¬ 
paro e substitute de celulas. No corpo humano, por 
exemplo, estimam-se 25 milhoes de divisoes mitoticas 
ocorrendo por segundo para substituir as celulas que 
ja comp le tar am seus ciclos de vida. Celulas do flgado, 
intestino e pele podem ser substituldas a cada dois ou 
tres dias. 

O tipo de divisao celular requerklo para a repro¬ 
duce ao sexuada e a meiose. Os organismos sexualmente 
reprodutores incluem algas, fungos, plantas, animais e 
seres humanos. A meiose difere da mitose, pois a divi¬ 
sao celular comcqa com uma celula que apresenta um 
nuclco com todos os cromossomos c termina com uma 
celula gamctica, tal como o espermatozoide e o om- 
lo, que apresen tarn somente metade dos cromossomos* 
Quando o espermatozoide c o dvulo sc uncm durante 
a fcrtilizaqao, a celula rcsultantc dcsta uniao, chamada 
zigoto, contem o numero total dc cromossomos* 

Origem das Celulas 

O trabalho con junto de especialistas, como ffsicos, 
gedlogos, quimicos e bidlogos da evolu^ao, tern si do re- 
querida para compreender a evolu^ao das celulas apar- 
tir da materia sem vida do infeio da Terra. O pi an eta fei 
form ado ha aproximadamente 4,5 bilboes de an os* Por 
milhoes de an os, violentas erup^oes vulcanicas lan^aram 
sub stand as tais como dioxide de carbon o, nitrogenio, 
agua e outras pequenas moleculas no an Essas pequenas 
moleculas, bombardeadas por irradia^ao ultravioleta e 
rat os de tempestades intensas, colidiram-se para fbrmar 
as liga^bes qui micas estaveis das moleculas maiores, tais 
como os aminoacidos e os nucleotideos; os blocos cons- 
tmtores das protein as t acido nucleicos, respectivamente. 
Experiments indicam que essas grandes moleculas for- 
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maram-se espontaneamente sob con didoes de labor atorio 
que simulam o provavel ambiente do imcio da Terra. 

Cicntistas especulam quc a ehuva possa ter lcva- 
do cssas molcculas para dentro dos lagos para char 
uma “sopa +J primordial, form a ndo a base para a uniao 
das protein as, dos acidos nuclcicos (RNA) e lipidios. 
Alguns cicntistas postulam quc cssas molcculas mats 
coinplcxas fora in for mad as por ventos hidrotermicos, 
cm vez dos lagos, Independentemente da on gem ou 
ambiente, cicntistas concordam quc protefnas, acidos 
nucleicos c lipidios constituiram a materia-prima das 
primeiras celulas. No laboratorio, cicntistas observam 
molcculas de lipidios juntando-se para for mar esferas 
que se assemelbam a membrana plasm at ica das ce- 
lulas. Como resultado dess as observances, cicntistas 
postulam que mil hoes de anos de colisdes moleculares 
resultaram em uma esfera lipidica que incluia o RNA, 
a molecula mais simples capaz de autorreplicaf ao. Es- 
sas agrega^oes primitivas teriam sido as aneestrais das 
primeiras celulas procarioticas. 

Estudos de fosseis indieam que cianobacterias, ca- 
pazes de fazer fotossintese, estavam entre as primeiras 
bacterias a se desenvolver, em uma estimativa de 3,4 
a 3,5 bilboes de anos atras. No ambiente do imcio da 
Terra, nao havia oxigenio, e as cianobacterias prova- 
velmente usaram a fermenta^ao para produzir ATP, 
Durante eentenas de milboes de anos, as cianobacterias 
realizaram fotossintese, que produz oxigenio como pro- 
duto secundario. O resultado foi o aciimulo gradual de 
oxigenio na atmosfera. A presen^a de oxigenio deter mi¬ 
ll ou o estagio seguinte da evolu^ao com o surgimento da 
bacteria que o utilizava no metabolismo aerobic, mais 
eficiente para a produce de ATP do que a fermentaqao. 
Alguns estudos moleculares da evolu^ao dos genes em 
arquibacteria sugerem que esses processes podem ter se 
de sen vol vide em aguas quentes ou ventos bidrotermi- 
cos, ainda uni pouco mais recente do que as cianobacte¬ 
rias, por vofta de 3,5 bilboes de anos atras* 

As celulas cucarioticas podem ter evoluido de um 
procarioto primitive ha cere a dc 2 bilboes de anos. Uma 
bipbtese sugerc que algumas celulas procaridticas per- 
deram suas paredes celu lares, per mi tin do que a mem¬ 
brana plasmatica da celula se expandisse c sc dobrassc. 
Essas dobras podem ter crescido para tor mar o nucleo e 
out ms organelas encontradas nas celulas eucarioticas. 

A Descoberta e o Estudo das Celulas 

As primeiras observances das celulas foram feitas 
em 1665 por um cientista ingles, Robert Hooke, que 


usou urn microscopic primitive de sua propria inven- 
nao para exam mar uma varied ad e de objetos, inclu in- 
do um fino peda^o dc corti^a, Anotando as fileiras das 
calx as minuseulas que ficavam acima do tecido de m si¬ 
de i.ra, Hooke criou o ter mo celula, porque as caixas 
lembravam as pequenas celulas ocupadas pelos monges 
nos mostciros. Embora Hooke tenha sido o pri mciro 
a observar e descrever as celulas, cie mesmo nao com- 
preendia sua significancia. Mais ou mcnos no mesmo 
perio do, o holandes fabric ante de micros copies Antoni 
van Leeuwenhoek foi o pionciro na inven^ao dc um 
dos melbores microscopies da epoca. Usando sua in- 
ven^ao, Leeuwenhoek foi o pri mciro a observar, dcsc- 
nhar e descrever uma variedade de organismos vivos, 
incluindo bacterias presentes na saliva, organismos 
u ni celu lares dos a^udes e espermatozoides nadando 
no semen. Contudo, dois seculos se passaram antes de 
os cicntistas compreenderem averdadeira importancia 
das celulas. 

Ideias modernas sobre as celulas aparcceram cm 
1800, quando microscopies de luz melhorados possibi- 
litaram aos cicntistas observar mais detalhes das celulas. 
Trabalhando juntos, o botamco aiemao Matthias Jakob 
Schleiden e o zootecnista, tambem aiemao, Theodor 
Schwann rcconhcccram as scmclhan^as fundamentals 
entre as celulas das plantas e animals. Em 1839, eles 
prop user am a revolutionary idcia dc quc to das as coi- 
sas vivas eram constituidas de celulas. Sua teoria deu 
origem a biologia moderna: uma nova maneira dc ver c 
investigar o mu ndo natural* 

No final do seculo de XIX, como os microscopies 
de luz tinham evoluido ainda mais, os cicntistas foram 
capazes dc observar cromossomos no interior da celula. 
O trabalbo dc pesquisa entao apoiado por novas tecni- 
cas para rnarcar partes da celula, possibilitou a primeira 
observa^ao dctalhada da divisao cclular, incluindo as 
observances das diferen^as entre meiose e rnitose, em 
1880, Nas primeiras dccadas do seculo XX, muitos 
cicntistas e stud a ram o comport am ento dos cromosso¬ 
mos durante a divisao celular. Naqucla epoca, acrcdita- 
va-se que as mitocundrias transmitiam as informa^oes 
he red it arias. Em 1920, no entanto, cicntistas determi- 
naram que os cromossomos carregavam os genes e que 
esses trails mitiam as inform a^ocs here d it arias dc gcra- 
pao para gera^ao. 

Durante esse mesmo periodo, os cicntistas come¬ 
garam a entender alguns dos processos quimicos nas 
celulas. Na decada de 1920, a ultracentrifuga foi de- 
senvolvida. A ultracentrifuga e um instrumento que 
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centrifuga as celulas integras ou rompidas em tubos dc 
ensaio em uma velocidade multo alta. Com isso, partes 
inais pesadas da celula movem-se para o fundo do tubo 
de ensaio. Esse equip amen to cap ac it a os dentist as a 
separar as mitoedndrias do res to da celula e a estudar 
suas realties quimicas. No final da decada de 1940, os 
cientistas foram capazes de explicar a fun^ao das rui- 
toeondrias nas celulas. 

Enquanto alguns cientistas estudavarn as fun^oes 
das celulas, outros examinavam dctalhes dc suas cs- 
truturas* Eles foram ajudados por urn dcsenvoivimento 
tecnologico crucial na decada de 1940: a invenpao do 
microscopic eletronico, o qual usa alta energia de ele- 
trons cm vcz dc ondas luminosas para ver os esp crimes* 
Novas gcrafoes dc microscopies clctronicos apresentam 
rcsolu^ao L000 vezes maior do que os microscopies dc 
luz. Essa poderosa resoluqao revelou organelas tais como 
reticulo endoplasmatico, lisossomos, complexo de Gol¬ 
gi c citocsquclcto. Os campos cicntificos da estrutura c 
fundonamento das celulas continuant a complcmcntar 
um ao outro, confer me cientistas exploram a enorme 
complex!dade das celulas. 

A descoberta da estrutura do DNA em 1953 pelo 
bioquimko americano James D. Watson e o biolisico 
britanico Francis Crick introduziu a era da biologia mo¬ 
lecular. Hoje, invest! gardes no mundo das celulas, dos 


genes e protein as constituem uma das areas mats im- 
portantes de desenvolvimento de todas as ciencias, Um 
campo ativo, parti cularmente recente, tern si do a inves- 
tiga^ao dos sinais celulares, processo no qual mensagens 
mol ecu I a res sao direcionadas no interior das celulas por 
vias proteicas complexas. 

Uma area de pesquisa reccntc c importante cm bio¬ 
logia cclular c a morte prog ram ada das celulas ou apop- 
tose + Milhoes de vezes por segundo, no corpo humane, 
celulas co me tern suicfdio como uma parte essendal do 
ciclo normal da substitute cclular, Is so tambem parece 
ser uma inspefao {check-up) contra as doen^as; quando 
as mutafdes ocorrem, a celula ira, geralmente, se au- 
todestruir. Se isso nao ocorreq a celula pode dividir-se e 
dar origem as celulas-filha mutadas, as quais continuarao 
a se multiplicar e se espalhar, formando um tecido cha- 
mado neoplasia (tumor). Esse crescimento desregulado 
de celulas modi dead as pode ser benigno, neutro ou can¬ 
cer fgeno e a me a ear tecidos sauciaveis. O estudo da apop- 
tose e um caminho que cientistas exploram no esibrpo 
para entender como as celulas se tornam cancerigenas. 

Referenda 
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lntrodu^ao 

As inferma^oes geneticas dos seres vivos sao ar- 
mazenadas nos acid os mieleicos. Existcm dois tipos de 
acidos nuclei cos: o desoxirribonucleico (DNA) e o riho- 
nucleico (RNA). Nos eucariotos, o DNA e eneontrado 
no nucleo da cclula, enquanto o RNA csta presente no 
citoplasma, havendo pouco no nucleo. For sua vcz, nos 
procariotos, seres vivos dcstituidos dc nucleo, tanto o 
DNA quanto o RNA, estao presentes no cite plasm a. 

Os ad dos nucleicos representam polimcros dc nu¬ 
cleotide os, sen do dcsoxir ribonucleotide os para o DNA 
e ribo nucleotideo s para o RNA (Figs. 2.1 A e B; res- 
pectivamente). Cada nucleotideo e constituido de uma 
molecula dc a^ucar, pentose, que no DNA c a 2' dcso- 


xirribose, e no RNA, a ribose, uma molecula de trifos- 
fato, e as bases nitrogenadas, purinas e pirimidinas. As 
bases nitrogenadas ligam-se ao carbono V da pentose 
par meio de liga^oes glicosidicas, enquanto a molecula 
de tri fosfato liga-se ao carbono 5' da molecula de agiicar 
por meio dc liga^bcs fosfato-dies ter (Figs. 2.1 A e B). 

Os nucleo tide os ligam-se uns aos outros por liga- 
qoes fosfato-diester que ocorrcm entre o grupo fosfato 
alfa {a) ligado ao carbono 5 r da ribose ou 2 1 dcsoxir ri¬ 
bose ao grupo hidroxila (OH) do carbono 3 1 do a^ucar 
do nucleotideo adjaccntc (Fig. 2.2). Assim, a formaqao 
do polimero dc acido nuelcico ocorrc na dirc^ao 5’a 3\ 
Os fosfatos do nucleotideo localizados na posiqao gama 
e beta sao clivados pela pirofosfatase e liber ados na for¬ 
ma de duas moleeulas de fosfato inorganico, gerando a 



Figura2.1 - Estrutura quimica dos acidos nucleicos. (A) Acido desoxirribonucleico (DNA) constituido de desoxinucleotideos que contem 
dcsoxir ribose, grupamento fosfato c bases nitrogenadas (A, C, C, T). (B) Acido ribonuelcicu (RNA) constituido dc nucleotide os que con¬ 
tem ribose, grupamento fosfato e bases nitrogenadas (A, C, G, U), A ribose contem uma hidroxila (OH) a mais no carbono 2' da pentose. 
Modificado de: www.phschool.com, acesso 29/06/2009. 
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energia necessarta para o crescimento da cadcia nucle- 
otfdica (Fig. 2.2). Os fosfatos liberados posterior me nte 
sao utilizados em novas rea^oes de sfntese pela celula. 

Os acidos nuclei cos tern, norm a line nte, cinco dife- 
re rites tipos de bases nitrogen ad as: citosina (C), tiniina 
(T), uracil a (U), adenina (A) e guanina (G)* Essas bases 
sao estruturalmentc agrupadas empirimidinas (citosina, 
timina e u rad la) e purinas (adenina e guanina). As pi- 
rimidinas sao constituidas estruturalmente de um anel 
aromatieo, enquanto as purinas apresentam dois aneis 


aromaticos (Fig* 2*3). O DNA contem A, C, G e T, 
enquanto o RNA contem A, C, G e U, em vez de T. 

Acido Desoxirribonucleico 

O DNA e cornposto de duas cadeias polinucleoti- 
dicas pareadas, na forma de dupla tielice, dispostas em 
dire^oes centrarias, sendo denorninadas antiparalelas, 
on seja, suas direpoes 5 3’ sao opostas (Fig. 2.4). 

As moleculas de a^ucar-fosfato localizam-se na parte 



Figure 2.2 - Forma^ao da polimero de acido nuclcico. Os nudeotideos ligam-sc uns nos outros par meio dc liga^oes fosfato-diester qua 
ocorrem entre a fosfkto alfa ligado ho carbono S\ da molecula de a^ucar do nucleotide a e a hidroxiln do carbono 3' da molecula de a^ucar 
do micleotfdeo adjacente, conn lihera^ao de duas moleculas de fosfato inorganico. Modificado de I,ewin, 1994. 



Figure 2,3 - Bases nitrogenadas. (A) Purinas formadas por dois aneis aromaticos (adenina c guanina). (B) Pirimidinas constituidas por 
um anel aromatieo (citosina, timina e uracila). Modificado de. Lewin, 1994. 
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externa da estrutura e as bases nitrogenadas estao pro* 
j eta das na parte interna. 

As fitas polinucleotidicas sao m anti das juntas por 
meio tie interaqoes qui micas entre as bases nitrogen ad as 
das duplas fitas: 1. pontes de hidrogenio que sao ligaqoes 
eletro static as fracas for mad as cntrc o atorno dc oxigc- 
nio, parcialmente carregado com carga negativa de uma 
base, e o atomo de hidrogenio, parcialmente carregado 
com carga positive da base complements r; 2. intera^bes 
hidrofobicas; c 3. formas dc van dcr VVaals cntrc os pares 
de bases adjacentes empilhadas. 

Uma das caractensticas marcantcs da estrutura da 
dupla-fita do L)XA consistc no parcamcnto c spedfico 
das bases nitrogen ad as (A"T e C*G), estabelecido por 
Chargaif em 1951. Assim, a relaqao entre as purinas 
c pirimidinas e cons tan te em todos os organ ismos, on 
seja, a quantidade da purina adenina c igual a da pirb 
midina timina; da mesma forma , a quant idade da puri- 
na guanina e igual a da pirimidina citosina. No RNA, 
a timina e substitufdapela uracila que em determinadas 
situaqdes pode parear com a adenina. 

O pa re a men to e definido pelos tamanhos e estrutu- 
ras quimicas das bases nitrogenadas. A present a de gra¬ 
pes ceto (C=0) c amino (C-NH,) permite a torma^ao 


de pontes de hidrogenio entre as bases comple men tares. 
Dessa forma, timina e uracila, que content grupo ceto, 
podem parear com adenina, que content grupo amino, 
atraves de uma ponte de hidrogenio. Citodna e guani¬ 
na, que content tanto grupo ceto quanto amino, podem 
for mar duas pontes de hidrogenio. Alem disso, uma pon¬ 
te de hidrogenio adicional pode ser formada entre os ni- 
trogenios dos aneis atomaticos em todos os pares. Assim, 
entre AeT Oil u sao form ad as duas pontes de hidrogenio, 
e entre C e G ties pontes (Fig. 2.5). A essa especificidade 
dc ligacao quimica cntrc as bases nitrogenadas, Watson 
c Crick denominaram complements riedadc, frequente- 
mentc chamada dc pares dc Watson-Crick. 

Com rela^ao ao tamanho das bases, as pirimidinas 
sao menores que as purinas. Entretanto, os pareamentos 
entre as bases A“T e C*G tern aproximadamente o mes- 
mo tamanho e dlmensoes semelhantes. Dessa maneira, 
os do is pares ocupam o mesmo espago, permithido uma 
dime ns ao uni forme ao longo da mole cu la de DNA. As- 
sirn, nao cxistc nenhuma rcstri^ao quanto a sequeneia 
dc nucleotide os ao longo do DNA. 

Outras interaqoes entre bases nitrogenadas podem 
ocorrer. Por exemplo, a guanina (purina) pode teorica- 
mente for mar pontes de hidrogenio com a timina (pin- 



Figura 2.4 - Esquema da dupla lielice da molecula de DNA. Orienta^ao da dupla lielice para a direita, com uma disposi^ao antiparalela 
dos nucleotideos; o grupamento fosfato e a molecula de a^iicar encontram-se localizados na parte externa da dupla lielice de DNA e as 
bases nitrogenadas localizam-se na parte interna da molecula. Modificado de Lewin, 2004. 
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extremidade 5" 

I 


extremidade 3' 



extremidade 3 


Figures - CompJcmcntaricdadc das bases nitrogenadas. Pareamento espedfico entre citosina (C) e guanina (G), com a forma^ao dc 
tres pontes de hidrogenio. Pareamento das- bases nitrogenadas tirnina (T) e adenina (A) com n forma^ao de duas pontes dc hidfogenio. 
Modi fie ado de Cooper, 2001. 


midina) causando uma distor^ao dc me nor grau na du- 
pla hclicc, O espa^o disponivcl na heliee tambem podc 
permitir o pareamento entre duas pirimidinas OT, bem 
como G'T* Embora esses parcamcntos nao sejam co¬ 
rnu me nte encontrados no DNA, o pareamento G*LT e 
cornu in nas regioes de dupla heliee que ocorrem na mo- 
lecula de RNA. 

Xa natureza tambem esta p re sente a forma circular 
dc DNA, cm que a dupla fit a forma uma cstrutura fc- 
chada sem cxrremidadcs livre s, como o DNA gcnomico 
de procariotos e de varios DNA virais* As moleculas de 
DX A circular tambem sao encontradas nas mitocon- 
drias, que estao presenter em quase tod as as celulas eu- 
carioticas e nos doropiastos, os quais sao encontrados 
em plantas e em atguns eucariotos unicelulares* O DNA 
circular sc desen rola durante a replica^ao do DNA, no 
qual ha uma tor^ao na por^ao restante da molecula, pois 
o final da fit a nao esta livre para a rota^ao. Como re¬ 
sult ado, a molccula dc DNA gira cm tor no dc si mes- 
ma, form an do um supercnrolado (supercoils). Em outras 
palavras, quando parte da heliee do DXA e cortada, o 
restante da molccula comet;a a se abrir. 

Entre tan to, bacterias e celulas eucaridticas con tern 
topoisomerase I, a qual pode aliviar qualquer torqao ge- 


rada cm moleculas dc DNA cclular durante a rcplica^ao 
ou outros processes* Essa enzima liga-sc ao DNA cclular 
c diva a liga^ao fosfodicster na fita* A extremidade diva- 
da leva a perda dos supcrcnrolados* Finalmentc, a mesma 
enzima liga as duas cxtrcmidadcs da fit a livre* 

Outro tipo de enzima e a topoisomerase II, que 
diva em duas a fita dupla de DXA e depths as religa* 
Como resultado, a topoisomerase II pode sofrer torqao e 
liga duas moleculas dc DNA circular como sc fosse uma 
liga^ao em cadeia. 

Acido Ribonucleico 

A molccula dc RNA c constitufda por um polfmcro 
dc nudcotfdeos dispostos cm uma fita simples* Dcvido 
aos pareamentos das bases nitrogenadas, as moleculas 
de RNA apre sen tarn dife rentes conformaqoes c tama- 
nhos que lhes permitem realizar fun^oes especificas nas 
celulas. Podem ser formadas estruturas secundarias do 
tipo “g ramp os” {hairpins) que sao formadas pclo parea- 
mento de bases proximas (-5-1G a nucleotideos uma 
da oufra) e do tipo “alqas em hastes' 5 {stem-loops] que 
se form am pelo pareamento de bases mats distantes 
(-50 a varias centenas de nucleotideos) (Fig. 2*6). Es- 
sas simples dobras podem cooperar para a idrma^ao de 
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Figura 2.6 - Esquema ilustrativo da molecula de mRNA. Apresenta estmturas secundarias decorrentes de interacts entre as bases nitro¬ 
gen adas. Modificado de: www.uie.edu, acesso 29/06/2009. 


estmturas terciarias mais complicadas, uma das quais e 
denominada “pseudonoT 

As molccuks dc RNA estao prcscntcs cm rod as as 
celulas (eucarioticas e procarioticas) e sao de extrema im¬ 
portance para uma scric dc processes vitais. A atividade 
do RNA e determinada por sua estrutura, ou a forma de 
como as bases estao associadas entre si. Nesse contexto, 
temos: RNA men sage iro, RNA transportador, RNA ri- 
bossomico, pequenos RNA nucleates e RNAs que faze in 
parte, das tel ome rases. A estrutura e a fun^ao dos diteren- 
tes tipos de RNA sao descritas a seguir com a sintese das 
fun^oes no quadro 2.1. 


RNA mensageiro (mRNA) 

O RNA mensageiro (mRNA) c a molecula intcrmc- 
diaria no processo de transferencia de informa^ao gene- 
tica na celula para a slntese dc protein as. E constituido 
de uma fita simples de nucleotideos de tarn an ho variavel, 
dependendo do tamanho de cada gene, e corresponde de 
1 a 5% do RNA total da celula. 

Nos eucar lotos, o mRNA apresenta, na ext re ali¬ 
dade 5', uma estrutura denominada capacete G (Cap 
G) formada pela Hga^ao 5 f_ ^5 do nucleotideo GTT J 
com a extremidade S' metilada do mRNA. O Cap G 


esta envolvido na liga^ao e orient a^ao do position a - 
mento do mRNA ao RNA ribossomico (rRNA). Por 
outro lado, na extremidade 3", apresenta uma cauda de 
poli A, envolvida na protecao do mRNA do ataque de 
nucleases preserites no citoplasrna da celula durante o 
processo de tradu^ao. 

A molecula de mRNA, nos eucariotos, e formada 
inieialmente como pre-RNA, denominada de trans- 
crito primario ou RNA heteronuclear (hnRNA). O 
hnRNA contem regioes codificadoras, os exons, e re¬ 
gimes nao codificadoras, os introns. Em sequencia ao 
processo de transcriqao, os introns sao rernovidos pela 
a^ao de pequenos RNAs nucleates (snRNA), os quais 
possuem atividade catalitica. 


RNA transportador (tRNA) 

O RNA transportador (tRNA) esta presente no ci- 
toplasma e representa 10 a 15% do RNA total da celu¬ 
la. Os tRNAs estao envolvidos no processo de sintese de 
protein as, participando do ststema de recon heeimento do 
codigo genetico (triplete. de bases — codon genetico) pre- 
sente no mRNA. E constituido de uma fita simples de 
70-90 nucleotideos ern comprimento que, devido ao pare- 
amento das bases, ad quire a forma de uma fblha de trevo 
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Quiidro2.1 - Fun^oes celulares atrlbufdas a moleculas dc RNA. Fontc: Muotri, A.R. Evolu^ao no tubo de ensaio: ribozimas artificials 
In: Riohgia Molecular e. Evolu{&$. Matinli S.R.,, ed. Hoi os, Ribeirao Preto T 2(K)1. 


RNA 

Fun 9ao 

RNA 

Responsive! pcla truducio dn inlbrina^ao cm sintese proteicn 

mRNA 

Dccodifica^ao do mRNA, transferase peptidica, transloca^ao do peptidil-tRNA 

tRNA 

Carreador dc aminoacidos durante a sintese protcica c outms passos- anabdlicos 

U1 > U2,U4/6«U5snRNA 

Exdssiio pre-RNA 

U3 snRNA 

Proecssamento dc rRNA 

U7 snRNA 

Cllvagem da extremidade 3' do mRNA de hi&tonas 

Ull snRNA 

Clivagem/poliadenila^ao da extremidade 3' de pre-RNAs 

2,5S RNA 

C alaliae parciAl da transferase do RNP glucano 

MI RNA 

Catalise pareial da RNasc (proeessamento dc tRNA) 

Telomerase do RNA 

Catalijic partial da RNasc (proecssamento dc tRNA) 

7SRNA 

Componente do 51 rial de reconhecimento (translocate) proteiea) 

Prim c rs dc RNA 

Responsavel pela tradu^ao da informa^ao em sintese proteiea 

Tclomcrase do RNA 

Initio da duplicate do DNA 

micF' 

RN As rcj^ulatdrios em procariotos 


(Fig. 2.7). No vert ice inferior dess a e strut ura, cncontra-se 
uma sequencia vamvel de tres nuclcotidcos que forma o 
anticodon e podc pa rear coni a sequencia corrcspondcnte 
na molecula de mRNA, denominada codon (Fig* 2.7A). 

Na extremidade 3 da molecula do tRNA, esta lo- 
calizada a sequencia AC 3 ^5' na qual aminoacidos, cs- 
pecificos se Ilgam, denominada de haste aceptora (Fig. 
2.7B). Dess a forma, um codon particular no mRNA c 
relacionado por meio de um tRNA a um dado amino- 
acido (Fig. 2.7C). Quando o tRNA csta ligado ao a mi- 
no acido, cstc c denominado aminoacil tRNA, Contudo, 
quando esta ligado ao amino acido iniciador da sfntese 
proteica (met ion in a), e denominado metkmil-tRNA. 

Considerando que a regiao aceptora c comum para 
todos os tRNAs, a e specific id ade do reconhecimento 
ami no acido-tRNA c promovida pcla cnzlma amino- 
acil-tRNA sintetase, ou seja, cad a urn a reconhece um 
ami no aci do c todos os sens tRNAs compatfveis ou cog¬ 
nates. Essas enzimas acopladoras ligam um a mi no aci do 
a hidroxilas 2’ ou 3’ livres da adenina na extremidade 
aceptora do tRNA (3' da molecula de tRNA) por meio 
de uma rea^ao de dois passos que requer ATP. 


RNA ribossomico (rRNA) 

O RNA ribossomico (rRNA) c rc spoil save! pclo 
auxilio na dccodifica^ao da informa^ao gcnctica a par- 
tir das sequencias de nucleotrdeos do mRNA em se- 
quendas dc aminoacidos. Encontra-sc no citoplasma 
das cclulas (cucarioticas), associados as protemas, cons- 
tituindo uma particula ribonucleoproteica. Re present a 
aproximadamente 75% do RNA total da cclula. 

O rRNA e constituido de duas subunidades com 
tamanhos e fundoes dife re rites. A subunidade maior 
catalisa a ligaqao peptidica entre amino acil-tRNA e 
peptidil-tRNA durante o processo da forma 9:10 da ca- 
deia polipeptfdica. Tambem hidrolisa 0 peptidil-tRNA 
durante a fase de termina^ao do processo de trad 119 ao. 

A mb as as reaches ocorrem no centro pep tidil trans¬ 
ferase (PTase - tambem denominado sitio P) do ribos- 
somo* Devido a csta fimqao, o ribossomo c considcrado 
uma ribozima, porem a atividadc catalitica somente c 
ativa na pres 019 a dc componentes protcicos. A subuni¬ 
dade menor liga o mRNA e e responsavel pela lldelida- 
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de da tradu^ao, assegurando o pa re a men to cor re to das 
bases entre o aminoadFtRNA e os codons do mRNA 
no centre dc dccodifica^ao (Fig, 2,8). 


Os ribossomos sao denominados pel a untdade de 
velocidade de sediment^ao {Svedberg —S), que em 
mamiferos e de 80S. Estas estruturas consistem dc 



Anticodon 
Codon 


hi mKNA 


Figura 2.7 - Esquema ilustrativo da mol ecu] a de RNA transportador, Apresenta uma estrutura em forma de trevo form ad a pelo parea- 
mento dc bases dentro da rnolceula. (A) Trinucleotideo de sequencia variavcl denominado anticodon que pode parcar com um codon da 
molecula de mRNA. (B), Haste aceptora contituida por uma sequencia ACC 3'-->5* para a liga^ao de um aminoacido especiiico. {C) t 
Molecula de aminoacido a ser adicionado a extremidade 3 ' da molecula de tRNA. Modificado de Lewin, 2004. 



Figura 2.R — Estrutura esquematica dos ribossomos, Mostra as suburb dades maior e inenor e os sirins de atividade: sitio A = liga^ao do 
aminoaciLtRN A; Sirin P = 1 igacao do peptidil-tRNA; sitio E = saida do peptideo. Modificado de Lewin, 2004. 
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uma subuni dade men or (40 S), constitufda por rRNA 
18S (1869 bases) e aproximadamente 33 diferentes pro¬ 
tein as ribossomicas e uma subuni dade maior (60S) que 
contem rRNA 55 (120 bases), 5,8S (159 bases), e 28S 
(5*025 bases) c aproximadamente 49 diferentes protein as ♦ 
Analiscs comparativas dc rRNAs c das protcinas ribos¬ 
somicas sugerem fortemente que todos os rib os so mo s 
cvoluiram a partir dc partial las ribonuclcoprotcicas dc 
urn ancestral comum. 

Participate do RNA na Si'ntcsc Protcica 

A suitese proteica pode ser dividida em diferentes 
fases, as qua is podem ser descritas como uma serie de 
rca^ocs par dais promo vidas por fatores proteicos solu- 
vcis + O inlcio da tradu^ao cnvolvc, cm eucariotos, no 
mmirno dez fatores de inicia^ao (elFs) que correspon¬ 
ded! a mais de 26 diferentes polipeptldeos (para revisao 
ver Rcstova c Hcllcn, 2000). Em alguns organ is mo s cu- 
cariotos, a smtesc protcica inicia-sc com as stibunida- 
des ribossomicas separadas, as qua is sao mantidas ness a 
posit:ao pela a^ao dos fatores de iniciaqao eIF3 ou eIF6 
que previnem sua associa^ao. 

O primeiro pas so cnvolvido no proccsso de tradu- 
^ao e o reconhecimento do tRNA iniciador (metio- 
nii-tRNA) pelo eIF2, formando um complexo ternario 
junta me nte com trifosfato de guano sina (GIT) antes da 
liga^ao com a subunidade 40 S (Fig. 2.9A). Na subuni- 
dade 40S, o metionil-tRNA liga-se exclusivamelite ao 
sitio P. Essa especificidade da-se pelo fato de o tRNA 
iniciador ter scqucncia c conforma^ao cstrutural uni- 
cas que perm item que se ligue ao sitio P e nao ao A. 
Em seguida, os fatores clKlA, e!F3 c clF4C ligam-sc 
a subunidade 40S, estabilizando o complexo ternario ao 
sitio A (Fig. 2.9B). 

A liga^ao do mRNA ao complexo rRNA 40S cn- 
volve um efeito sinergista da regiao CAP 5’ terminal e 
da cauda dc poll (A) 3 5 terminal c a inter a^ao dc uma 
rede dc fatores dc inicia^aoj incluindo c!K4E, c l I 4A c 
eIF4G, e as subunidades dos eIF4F, eIF4B e protelna de 
liga^ao a cauda de poli(A) (PABP) (Figs, 2.9C c D). 

Os ribossomos localizam o codon iniciador do 
mRNA com CAP por varredura {scanning) dos 50-100 
nucleotfdeos a montante do sitio de liga^ao inicial (co¬ 
don AUG), a partir da extremidade 5’ do mRNA. Esse 
processo parece scr modulado pcla liga^ao do complexo 
eIF4F/PARP ao CAP e a cauda de poll A, porem foi 
descrito que os mRNAs sem essas estruturas sao tradu- 
zidos in depen de nte do processo de varredura, Scgundo 
Jackson (2005), nos eucariotos nao existe uma sequencia 


con sen so antes do codon iniciador e o processo ocorre 
por meio de um mecanismo de varredura, 

O estagio final no processo de iniciaqao da tradu^ao 
e a juncao das subunidades 60S ao complexo 4QS, for- 
mado no codon iniciador do mRNA (Fig. 2.9E). Essa 
juncao causa a libera^ao de alguns ou de todos os fatores 
de inicia^’ao a partir da subunidade 40S e a formaflo 
do rRNA 80S, que sc torna competentc para iniciar a 
tradu^ao. Apds a liga^ao do peptidil-tRNA ao sitio P 
e formaqao da liga^ao peptldica, a cadeia de polipep- 
tldco nasc.cntc c translocada do sitio A para o sitio P 
do rib os so mo. Essa rcapao c ca tali sad a, nos eucariotos, 
pelo fator 2 de elonga^ao (eIF-2). Durante a translo¬ 
cate do peptidil-tRNA do sitio A para oP, o tRNA 
desacilado {deacylated) e cot ran sloe ado do sitio P para 
o sitio E {E para saida, do ingles exit), sendo posterior^ 
mente desligado (Fig. 2.9). 

Ribossomos de mamiferos tern 80 protein as ribos¬ 
somicas, 49 das qua is cstao envolvidas na cstrutura c 
fun^ao dos ribossomos, sendo que 32 dcstas apresentam 
homologia com proteinas de rRNA de eubacteria. Ou- 
tras proteinas ribossomicas de eucariotos partidpam de 
outras fun^oes, tais como trafego intracelular e trans¬ 
locate de proteinas ribossomicas para o nucleo, pro¬ 
cess a me nto rRNA e estrutura^ao do rib os so mo. Alter- 
nativamente, essas protcinas podem cstar envolvidas na 
regular ao da smtese protcica, particular mente cm eu¬ 
cariotos, que tern processos de controle mais complexes 
que os de eubacteria s (Dresios et ak, 2006). 

As proteinas ribossomicas apresentam diversas 
fundees nos ribossomos, tais como atividade de deco- 
dificaqao e de PTase. Algumas atuam como chape¬ 
ron as e facilitam o dobramento das subunidades de 
rRNA durante a biogenese c cstabilizam a conforma- 
^ao otima da cstrutura definitiva* Os ribossomos tam- 
bem possuem atividade belicase mRNA, que rompe as 
estruturas terciarias a jusante {downstream) do mRNA 
durante a fasc dc elongate da tradu^ao (Dresios et 
al + , 2006), 

Pequenos RNA Nucleates (snRNA) 

Os pequenos RNAnucleares (snRNA) represen turn 
um grupo de RNAs com atividade catalitica. For am des- 
cobertos no imc.io da decada de 1980 por Cecil et al. 
que demonstraram que alguns Introns sao capazes de 
catalisar sua propria remoqao do pre-mRNA sem a par¬ 
ticipate de proteinas (Fig. 2.10). Esses Introns for am 
denominados de autocat aliticos {self-spiking, emingles) 
e designados por sens descobridores de ribozimas, ter mo 
esse empregado para os RNAs que apresentam proprie- 
dades cataliticas. 
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Figura 2,9 - Proct&so dc sfutcsc protcica. (A) Os futures dc transcri^ao initial, cIF'1-3, eIF-1 e dF-lA; ligam-sc a subunidade ribos- 
somnl 40S. Era sequencia, o mRNA c o mctionil-tRNA sao atoplados a subunidadti me nor. (B) Posteriormentc, pcla a^ao dos fatores 
elF-1 e eIF-2 e (C) aenergia ]i be rad a pda <iTP (GDP + Pi). (D) A suhiinirifl.de maior (60S) (E) e aeoplada a suhunidade mertor 
result an do no complexo ribossdmico fun clonal. Modificado de Cooper, 2001. 


As ribozimas sac RNA cataliticos capazes de re- 
conhecer alvos especificos (sequencias micleotidicas de 
RNA oli DNA) e modifica-los. Em geral, essas modifi- 
ca^oes estao associadas a clivagem especifica de sitios na 
molecula-alvo. As fun^oes das ribozimas sao: excisao de 
introns, atividade endonuclease especifica para deter- 
minadas sequencias, nucleotideo transferase, fosfatase, 
cinase, glucano transferase, entre outras. 


Atuaimente, as ribozimas representam uma ferra- 
menta efitiente de inibi^ao genic a, tendo como unico 
requerimento previo a sequencia de DNA cujo produto 
genico se quer inativar (Capitulo 14). 


Tetomerase 

A telomerase e uma ribonucleoproteina (RNP) que 
caralisa a sintese de DNA telomerico. Os telomeres sao 


estruturas localizadas nas extrernidades dos crornosso- 
mos que previn cm eventos de recombina^oes cromos- 
somicas er rone as e re par o, mantendo a extremidade do 
cromossomo linear estave! Na maioria dos eucariotos, 
o DNA telomerico consiste cm uma sequencia simples 
rica em guanina (TTAGGG), que e re pet id a conse- 
cutivamcntc (cm tandem ). O numcro c a sequencia sao 
esp eci c- c spec i fico s - 

A sequencia rica em guanina atrai para si a sequen¬ 
cia rica em citosina pro sente na extremidade 3\ forman- 
do uma estrutura de fit a simples (em forma de gram- 
po) na extremidade do cromossomo. A al^a for mad a 
pcla extremidade 3' da fita simples invade a regiao dc 
sequencias repet id as da dupla fita, estabelecendo pares 
de bases entre a fita simples e a fita complementar da 
dupla fita invadida. Em celulas de mamiferos, as repe- 
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Figura 2.10 - Esque ma representativo de pequenos RNA nucleares (snRNA), mais especificamente a U1. Apresenta as regions 
estruturais de compleme ntarieda.de ao longo da c a del a de ribonucleotideo. Observa-se na extremidade 5* do poll me ro o sitio de 
ititei'a^ao com a regiao intronica a ser removida do RNA nuclear, durante o processo de spiking. Modi fie ado de Cooper, 2001. 


tiroes telomericas de DNA dupla-fita sao ligadas dire- 
tamente por meio dos fatores de ligapao de re pelican 
telomcrica 1 c 2 (TRF-1 c TRF-2), For outro lado, a 
subunidade RN A da telomerase eutilizada eomo moldc 
para a smtese dc repcti^dcs telomericas. 

A fita simples da extremidade 3’ de um telomero 
e estendida por meio da telomerase, neutralizando a 
inabilidade do mecanismo de replica^ao do DNA para 
sintetizar a termina^ao extrema do DNA linear. A telo- 
mcrasc liga-sc a extremidade da fita simples por meio dc 
um mecanismo dc transcribe reversa (Fig. 2.11). 


Propriedadcs Fisico-quimicas dos 
Acidos Nucleicos 

Os acidos nucleicos pode in ser d is sod ados por pro¬ 
cessor fisicos e qufmicos* Em conduces fisiologicas, a 
estrutura de dupla he lice do DNA e bastante estaveL 
Contudo, re err a estrutura for submetida a aquecimento 
em temperatura superior a 90°C on aumento de pH, as 
pontes de hidrogenio sao rompidas em sua totalidade e 
a molecula sofre um processo denominado desnatura- 


£ao ou dissociate {melting, do ingles) no qual as fitas 
complement ares sao separadas (Fig. 2.12). 

O processo de desnatura£ao pode ser revertido por 
meio da redu^ao da temperatura (inferior a 65°C) ou 
neutraliza^ao do pH (proximo de 7,0). Dersa forma, as 
liras complementares volt am a formar a estrutura de du¬ 
pla helice. Fsrc processo e denominado re associate ou 
anneling (Fig. 2.12). 

O face de ocorrcr a rcacao de rcassociabo ou de 
hibridabo, sempre que moleculas de DNA desnatu- 
radas e/ou DNA /RNA complementares forem col oca- 
das em condones favoraveis de forma^ao de pontes de 
hidrogenio, promo vend o a forma^ao de moleculas de 
dupla fita (DNA/DNA c ou DNA/RNA) favorece a 
idcntifica^ao dc scquencias nuclcotfdicas c consequent 
ternente possibilita a deteegao e earaeteriza^ao de seg- 
mentos gen ico s diferentes* 

Esta propriedade quimica dos acidos nucleicos c a 
base para miiitas teenieas invertigativas da Riologia Mo¬ 
lecular, tais como: Sou rthe r n -blot ting. Nor them-blotting 
(Capitulo 6), ensaio de nuclease Si, dot-hlot e arrays 
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Figura 2.11 - Es qucma representattvo do rnecanismo de a^ao da telomerase. E desert to que a a^ao da telomerase do protozoa no Oxytrkha 
adiciona uma unidadc T4G4; outras tclo me rases adidonam difcrentes sequSncias de sinais, A tclomcrase contcm «m RNA molde 
que adiciona pares de base na extremidade 3’ da fita molde eomplementar; eia eatalisa a regiao e entao adkiona dcsoxinucleotideo usando 
a molecula de RNA cotno urn molde (1). As tiras resultantes do conjunto DNA-RNA deslizam conduzindo ao deslocamento de uma 
fita te lorn eric a de DNA para expor par re da sequencia do RNA molde (2). A sequencia da fir a tel om eric a e novimente estendida para 
a posi^ao 35 da tclomcrase e sub me ti da a translocate e hibrida^ao (3 e 4). O mccanismo e facilitado por bases pare ad as nao usuais no 
deslocamento dos residuos G, que sao menos estavers do que as bases pareadas Wats on-Crick. Modificado de Lodish et al., 2005, 


(Capitulo 7), ensaio de prote^ao de RNAse (Capitulo 
S), PCR e RT-PCR (Capitulo 9), PCR em Tempo Real 
(Capitulo 10), SAGE (Capitulo 12), RNAi (Capitulo 14) 
e EMSA (Capitulo 34), entre outras. 

Replica^ao e Transcricao de DNA 
Rcplicafao do DNA 

To da vez que uma cclula sc divide, o contcudo de 
DNA e duplicado na Integra, transmit!ndo em absoluto 
as informa^oes geneticas da celula-mae para a celula- 
-filha* Esse processo denomina-se rcplica^ao e ocorre 
de forma semiconservativa, ou seja, as duas cadeias pre¬ 
cursor as (DNA de dupla fita, dsDNA) servem de molde 


para a smtese da nova cadeia (Fig. 2.13). Dessa forma, 
para a replica^ao ocorrer, e necessario que a dupla fit a 
p re curs ora se abra, formando 2 cadeias in depen dentes 
(DNA fita simples, ssDNA), as quais sao replicadas peia 
a^ao da DNA polimerase cm associaqao com uma scric 
dc outras enzimas (heliease, primasc, topoisoincases, 
DNA ligase, entre outras) e protemas (SSB-proteinas 
que se ligam a fita simples) (Fig. 2.13). 

Existem diferentes tipos de DNA polunerases, en¬ 
tre clcs: alfa, beta, gam a c epsilon* A DNA polimerase 
gama esta localizada na mitocondria c c responsavcl pela 
replica qao do DNA mitocondria!. As demais cstao 1o- 
calizadas no nucleo, sendo alfa, gama e epsilon as mais 
ativas na divisao celular, sugerindo que elas estejam en- 
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Figura. 2.12 - Desnatura^ao e renatura^ao de moleculas de DNA de fita dupla. Modificado de Lodish et al. 2005. 


volvidas na re pi i cacao. Ja a beta c mais ativa na cclula 
qs it nao se encontm em divisao, sugerindo que sua. fun- 
qao primaria esteja envolvida no re pare do DNA. 

A adi^ao dos nucleofideos pel a DNA polimerase ini- 
da-se a partir da regiao 5’ da molecula dc DNA em dire- 
^ao a regiao 31 Dessa forma, em uma das fit as do DNA, 
a replica^ao ocorre de maneira continua (Fig. 2.13). Rn- 
quanto, na fita antiparalelas esse processo ocorre de for¬ 
ma descent mu a dando origem ao cham ado fragmento dc 
Okazaki cm homenagem ao pesquisador Rciji Okazaki 
que descreveu cstc fenomeno (Fig 2.13) que posterior- 
mente sao unidos pda a^ao da DNA ligase. 

Varias enzimas sao ncccssarias para a replica^ao do 
DNA na E, coll, A DNA polimerase requer um primer , 
sem o qual a enzima nao c capaz de iniciar a sfntcsc dc 
novo. O primer e fornecido por uma RNA polimerase, 
chamada^mj/^.fj?, que, em associa^ao com o complexo de 
protein as prim os so mo, sintetiza uma pequena extensao 
de RNA. A protein a helicase (original mente chamada 
rep) e necessaria para desenrolar a helice de DNA, per¬ 
mit indo a replica^ao. Uma protein a iigante ao DNA de 
fi ta si mplc s (s sDN A-ligante) c ta mb c m necc s s aria p a ra 
estabilizar as regioes de DNA de fita simples, que sao 
transitoriamente tormadas durante o processo de re- 
plica^ao. Finalmente, uma vez que a DNA polimerase 
sintetiza o DNA somente na dire^ao dc 5'^3\ uma das 
fit as deve scr sintetiza da dcscontinua mente (fita dcs con¬ 
tinua ou lagging strand). Esse processo leva a produ^ao 
de uma serie de pequenos fragmentos de DNA com la¬ 
cunas entre clcs. As lacunas sao prccnchidas pc la agao 
dc DNA polimerase 1 c os fragmentos sao ligados pc la 
a^ao da DNA ligase (Fig. 2.13). 


A rcplicagao do DNA tanto em procariotos quanto 
cm cu car iotos inicia cm pontos cspcdficos da scqucncia 



sao conhecidas corno origem de replica^ao (oriC), local 
no qual protetnas cnvolvidas no processo dc rcplica^ao c a 
DNA polimerase ligam e inieiam o processo de replica^ao. 
Nos eucariotos, existem multiplas origens de replicates. 

Transcrifao Cenica 

Os genes representam sequencias de act do nucleico, 
necessarian para a sintese de um polipeptrdeo funckmal, 
que cstao presentes ao longo da fita dc DNA. Os genes 
cstao cstruturados cm sequencias fundonais, exons, que 
muitas vezes se encontram internal adas com sequencias 
dc nuclcoddcos nao fundonais, os intro ns. A mhos sao 
transcritos para produzir um longo transerito dc RNA 
primario; e, entao, os introns sao rernovidos {splicing) 
para formar o mRNA maduro. 

Apcnas uma das fitas dc DNA c transcrita dando 
origem a uma unica scqucncia dc mRNA para cada 
gene. A indiea^ao de qual fita do DNA deve ser trans¬ 
crita e orientada por sequencias especificas, as quais sao 
denominadas dc regiao promo tor a. Essas regioes sao 
constitut'd as por sequencias-con sen so dc nucleotide os, 
por exemplo TATA box (TATATA), presentes em dife- 
rcotes genes bem corno entre cspccics, localizadas aci¬ 
ni a da scqucncia dc cada gene (Fig, 2,14A). 

De modo geral, a transcribe dos genes envolve a 
participaqao de fatores de transcri^ao (TF) envolvidos 
no rcconhccimento da regiao pro motor a c na ativa^ao 
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da RNA polimerase, denominados de TF basais (Fig. 
2J4B) ? Como, por exemplo, fator de transcr^ao da 
polimerase II — TFIID.. No processo de transe.ri. 9 a 0 ,. 
tambem partidpam proteinas, como a de Ii.ga 9 .a 0 ao 
TATA box (TPB), bcm como a presen 9 a da RNA po¬ 
ll me rase que recon hece as regioes promo tor as, dando 
initio a transcribe do gene. 


A RNA poll merase catalisa a polimenzabo dos 
ribo nucleoside os 5' trifosfato (rNTPs), ligando-os a 
extremidade 3’ da cadeia de rnRNA em ere s time n- 
to. A polimeriza^ao ocorre na dire^ao portan- 

to, cada molecula dc mRNA sera idcntica a sequeii- 
cia nucleotidica da fita de DNA que nao e transcrita 

(Fig. 2.14C). 
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Figura2*13 — Esqucma ilu&trativo da replica^ao scmiconscrvativa do DNA (replica^ao do DNA na E, celi). A DNA polimerase IIT pode 
assumir o com an do e usar o RNA como um primer para continuar a suite se; de DNA. A rep desenrola a helice de DNA,. permitlndo a 
replica^ao, e a ssDNA-ligante estabtliza as regioes de DNA de fita simples. Assim, ocorre a produ^ao de uma serie de pequenos fragmentos 
de DNA com lacunas entre eles. As lacunas sao preen chi das pel a a$ao da DNA polimerase 1 e os fragmentos sao ligados pela a^ao da DNA 
l*s ase. Modificado de Watson et aL 1992. 
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Figura 2.14- Esquema ilustrativo do processo de transcri^ao. (A) Regiao pro mo tor a local izada a aproximadainente 10 pares de bases antes 
do sffio de infeio da transcri^ao (procariofos), ou seja, antes da regiao codificadora, sendo indicado com o mimero 1 positive*, e a regiao 
promotora, com numcros negatives. (B) Fatores de transcri^ao cnvolvidos no re con hod m onto da regiao pro motor a c ativa^&o da RNA 
polimerase. (C) O polimero de RNA e formado a partir da adi^ao dos ribonueleotfdeos nadi.re^ao 5'A 3\ tendo como guia a complemen- 
tatiedade corn as bases presentes na fita molde de DNA. Modificado de Lodish et al. f 2005. 
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Ate o momenta, toram dcscritos tres diferentes tipos 
de RNA poll m erase (I, II e TIT), os qua is estao envolvi- 
dos na transcribe de diferentes genes em celulas euca¬ 
l'i otic as. As RNA poli unerases nude ares sao complexes 
enzimaticos cons timid os dc 8 a 14 diferentes subunida- 
des cad a. A RNA polimerase I sintetiza os pre-rRNAs 
que originam os rRNAs 18S, 5,8S e 28S. A RNA po¬ 
lim era sc II sintetiza os RNA hctcronuclcarcs c snRNA 
(Ul, U2, U4, LT5) que atuam no processo de splicing. 
A RNA polimerase Til sintetiza os tRNA, rRNA 5S, 
rRNA 7S e alguns snRNA, O crescimento da cadeia de 
RNA e finalizado quando um sinal de termina^ao c en- 
contrado. Assim, a transcribe do DNA e mterrompida, 
o mRNA e liber ado c a RNA polimerase dissocia-se do 
DNA molde. Em bacterias, esse sinal de terminaqao e 
representado por uma sequeneia si metrics invertida riea 
cm GC, seguida dc quatro on mais nudcotidcos dc A, 
Essa repeti^ita de bases invertidas resulta em um seg- 
mento dc RNA que pode for mar uma cstrutura cm al^a 
estavel por meio da compl erne n tar iedade do pa ream en to 
de bases (Fig. 2.15). 

Outros tipos de sinais de termina^io de transcribe 
tan to cm cclula cucarldticas quanto procarioticas, dc- 
pendem da liga^ao de protein as que terminam a trans¬ 
cribe em sequeneia e specific a de DNA, em vez da ior- 
ma^ao de estruturas em al^a no RNA. 

Regulafdo da Ira riser if do 

A tr an scrip ao do DNA tambem pode ser regulada 
por outras sequencias eis-regulatorias que sao sitios de 
liga^ao para uma variedade de fatores que control am 
a expressao de genes individuals, Essas sequencias re- 
gulatorias sao frequentemente localizadas a montante 
( upstream) da regiao promotora (TATA box}. Exemplo 
desse tipo de sequencias regulator!as sao as sequencias 
conscnso CCA AT e GGGCGC, denominado dc GC 
box. Protemas especificas ligam-sc a essas sequencias c 
estimulam a transcribe. 

Varios genes presenter nas celulas de mamiferos sao 
regtilados por sequencias re gulatorias mais distances (al- 
gumas vezes mais de 10 quilobases do sitio dc inicio da 
transcri^ao), Essas sequencias sao denominadas de inten- 
sificadorcs {enhancers). As interacocs dessas regiocs com a 
regiao promotora ocorrcm pela liga^ao dc TE cspecificos 
e formaqao de uma ah; a {looping} na sequeneia de DNA 
da regiao promotora, que junta me nte com os fatores de 
transcribe basais aumentam a taxa de transcribe genica 
(Eig. 2,16). 

Ao TATA box se Uga a TRP (TATA binding pro- 
tein\ um componente-ehave do fa tor de transcriqao II D 
(IT HD, transcription factor IID). Em cooper a^ao com 


outros TFTTs e fatores gerais de transcribe? o TFTID 
forma com a RNA polimerase 11 o complexo de trans¬ 
cribe (Fig- 2 . 16 ). 

Processamento de mRNA 

0 mRNA hetcronuclear (hnRNA, pre-mRNA) que 
contem exons e introns (nos eucariotos) recem sintetiza- 
dos sofre uma serie de modificap6 es ate se tornar o trans- 
crito final (mRNA) c scr transportado para o citoplasma, 
onde junta me nte com a maquinaria de traduqao (rRNA, 
tRNAs e fatores de trad up ao) tem suas informaqoes de- 
codlficadas cm pro rein as. 

A primeira modificagao que a molecula de pre- 
-mRNA sofre, apos a smtese, envolve a adi^ao de uma 
estrutura denominada capacete G (Cap G). Esse processo 
tem inicio com a adiqao de um guanilato na orienta- 
£ao re versa do nucleotideo terminal 5 ? do pre-mRNA 
(1 iga$ao 5’-5 ? ). Em seguida, o cor re a adiqao de grupos 
metil no residuo de guanilato (Fig. 2.17) e na porqao da 
ribosc de ou 2 nudcotidcos na extremidade 5 1 da cadeia 
de pre-mRNA. 

A segunda modi fie a^ao do pre-mRNA que ocor- 
rc c a adib 0 dc uma serie dc adeninas na extremida¬ 
de 3 (cauda de poll-A). A adiqao da cauda de poll A 
envolve a clivagem da extremidade 3" por uma endo¬ 
nuclease que produz um grupamenta OH-3 5 livre c a 
adi^ao dc rest duos dc acido adenflico pcla enzima poll 
(A) polimerase. A cauda poll A pro move estabilidade a 
molecula do pre-mRNA, protegendo-a do ataque dc 
enzimas e fac’dita o reconhecimento do mRNA pelo 
RNA ribossomico (Fig. 2.18). 

A terceira modifica^ao do pre-mRNA e a remo^ao 
dos introns que se da por um processo denominado pro¬ 
cessamento (splicing) de RNA. O splicing e catalisado 
por um complexo nbonucleoproteieo design ado split e- 
osonie. Cinco particulas de snRNP (Ul, U2, U4, U5 e 
U6) fazem parte do complexo, form and o um centro ati- 
vo rcsponsavcl pcla remo^ao do in non (lug. 2.19), 

A formaqao do spliceosome requer o reconhecimento 
de do is sitios de splice especfficos: 1, sitio splice 5’ (5 f SS) 
na sequeneia con sen so que inclui um di nucleotideo 
conservado (GU) na extremidade 5’ do intron; 2. sitio 
splice y (3 ? SS) que consiste do sitio ramificado, regiao de 
polipi rirmidina, eum di nucleotideo conservado (AG) na 
extremidade 3' do intron. 

Na fsgura abaixo (Fig- 2.19) estao representado s os 
exons (El e E2) expressos em forma de retangulos, in¬ 
trons por linhas c particulas dc pequenos RNA nuclcarcs 
(snRNP) por circulos. A posi^ao rclativa dos snRNPs no 
complexo de splicing sao arb it ratios. 
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Eignra 2*15 - Esquema que represents o terniino da transcrifao. Etapa 1-0 termino da transcribe e sinalizado por uma regiao repetida 
e invertida rica ern GC, seguida de quatro residuos de A. Etapa 2 - Apos a sfntese dessa regiao pela RNA polimerase, as repet 1960 s in¬ 
vert] das rica ern GC formam uma estrutura estavel em gnampo no RNA. Etapa 3 - Como resultado, o cor re a dissociagao da fits de RNA 
recem- -sintetizada do molde de DNA. Modifkado de Cooper, 2001 . 


Intend ficador 



Fatores de franscr^ao 


gerais 


Transcricao 


Figura 2.16 — Modelo geral do complexo de transcribe* Lnterafoes entre a RNA polimerase II e os fatores gerais de transcribe sao 
crudais para que oeorra transcribe em niveis basais. Elementos mais distais, dentre os quais temos os enhancers^ ligam-se a fatores mais 
especificos e aumentam a taxa de transcribe de genes especificos. Modificado de Lin e Barbosa, 2002 . 
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Figura 2,17 - Repressnta^ao csqucmitica da adkiio do Cap na c.xtrcrnidade 5' do mRNA de eucar lotos. Na extremidade S' do RNA 
recom-formado 6 adkionado um guanilato na orknta^ao reversa (ligadio 5-5’), com posterior adi^ao de grupamento metil na posit; ao 7 1 
do nueleotideo (7-metilguanilato). Modificado de Lodish et al., 2005, 



Figura2 J8- Etapas da adi^an da eauda de poli(A) tia extremidade 3' do mRNA de encar infos. (A) Inicialmente, uni a. endonuclease c.liva a 
extremidade 3 ; do RNA removendo os nucleotideos ate proximo a sequencia sinalizadora para polUdcnila^ao, na qual ha gasto encrgctico* 
finalizando com a presen^a do Oil livre, (li) Na sequencia, a enzima polifAj poiimerase adiciona uma serie de bases de A A. Modificado 
de Lewin, 2004, 
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0 estagio inicial do pro cess amen to de mRNA en- 
volve a formaconcomitante de um complexo com- 
posto de snRNP Ul e protemas nao snRNP (Fig. 2.19, 
etapa 1 ). Subsequentemente, eformado o complexo spli¬ 
cing A que contem snRNP U2 ligado a sequencias do 
sitio ramificado do prc-mRNA (Fig. 2.19, crap a 2). O 
complexo A e entao convert!do no complexo B por meio 
da associate com os snRKPs U4, U5 c U 6 (Fig. 219, 
etapa 3). Estc pas so envoive a per da da estabilidadc do 
snRNP Ul no spliceosome. O rearranjo subsequente leva 
a forma^ao do complexo C que csta assoc!ado com a 
liberate do snRNP LI4 do splice os ome e concomitante- 
mente ocorre o primeiro pas so do splicing (Fig. 2.19, eta¬ 
pa 4) que e a clivagem no 5'SS, e a formafao de uma al^.a 
TVS -3 ! exo n i n term ediar i a. Fi nal mente, a al 9 a de 1 niron 
e os exons de mRNA spliced sao gerados. A alg.a de in- 
tron e encontrada no complexo 1 que contem sn RNPs 


U 2 , U5 e U 6 (Fig. 219, etapa 4). Esse mecanismo de 
processamemo de mRNA foi descrito como sistemas 
altamente homologos de leveduras (Konarska, 1998). 

Alguns tipos dc RNA sofrem modificafao adicional 
na sequencia de oligonucleotideos, denominada edi^ao 
dc mRNA. As rca^.ocs dc edi^ao ocorrem cm muitos 
organismos e processam-se por meio de mecanismos 
dc inscr^ao, dele 9110 ou substitute de nuclcotfdcos, O 
primeiro case descrito dc edi^ao dc RNA foi a inscr- 
9 'ao ou dele^ao de nucleotideos de uridiria no mRNA 
mitocondrial dc Tripanosoma cruzi que codifica protei¬ 
nas funcionais. A conversao de bases parece ser o tipo 
mats comum de edi^ao de RNA no nucleo de eucario- 
tos super lores, e as realties mais bem caracterizadas sao 
desamina^oes bidrolrticas, nas qua is a c it! din a (C) e a 
adenosina (A) sao convert id as em u riel in a (U) e i no sin a 
(I), respcctivamentc (Fig. 2.20). 



Figura 2.19 - Rcprcscnta^o csqucmitica da jun^ao da via splkcvs&me, O snRNP Ul liga-se ao sitio dc smalizacao 5’ do spike, quo inclui 
urn dinuclcotideo cons orva do CU no final (5'SS), bom como proteinas nao snRNP. Concomitantcmente na extremidade 3' liga-sc o 
snRNA U2 (complexo A). Postcriormcntc, o complexo A c convertido cm complexo B pda associa^ao dos snRNP U4/U5/U6. Estc passo 
envolve uma apa rente desestabniza^ao do Ul a par ft r do splkzmome. Sub sequen term ente ocorre rearranjo do complexo que eon buz. a forma- 
9 &o do complexo C, 0 qua! csta as sod ado corn, a libera^ao do U4 a par hr do spikeowme*, c concomitantementc ocorre 0 primeiro passo do 
spiking que c a clivagem no 5 r SS c a tormacao dc uma aRa exon I\ ,r S-3 f intermedia rio. Finalmentc, a a lea fntron c exon mRNA spliced sao 
gerados. A alfa fntron e encontrada no complexo 1, con ten do U2, U5 e U6 snRNPs (modificado de Konarska, 1998). 
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Figura 2.20 - Conversao de adenosina e citidina para inoslna e uridina, respectivamente. Desamina^ao hidrolMca no- carbono-6 (C6) 
da adenosina transforma-a em inoslna. A rea^ao requer a forma^ao de urn intermediario tetravalente e resulta na llbera^ao de amonia. 
Modi fit a do de Sehaub e Keller, 2002. 


O iiudeosideo inosina (IMP) foi primciramente 
observado no tRNA citoplasmatico e posteriormen- 
te cm pre-mRNA de transcritos virais. Foi cstimado 
que o IMP estivesse presente cm altas quantidades no 
RNA poli(A + ) ? particularmente no cerebro, onde uni 
IMP csta prcscntc cm 17.000 nuclcoridcos, sugcrindo 
uma importante fun^ao para a desaminafto da ade¬ 
nosina. Contudo, o significado dess as modifica^oes 
em tRNA ou pre-mRNA a i rid a precis a ser comple ta¬ 
me nte elucidado. Acredita-se que a inoslna em antico¬ 
dons tRNA tem uma funflo crucial na tradu^ao por 
expand! r a capacidade de reconhecimento do codon, 
aunientar a eficiencia de decod ifiea^ao e prevenir des- 
locamento de iita {frameshiff), 

A conversao de A para T na codifica^ao de pre-mRNA 
ou de sequencias nao codificadoras (introns, UTRs) pode 
alterar a especificidade de urn codon ou afetar o splicings 
gerando isofonnas dc protdnas com diferentes hi tiroe s 
nao esperadas a partir da sequencia genomic a. Desse 
mode, a edfoao dc RNA contribui para o conccito dc que 
o niimero de genes nao seja o principal determinante da 
diversidade de mRNA e protefnas em um organism o. 

Excmplo classico da edfoao de mRNA c a gera^ao 
de apolipoproteina B-48 a partir do mRNA do gene da 


apolipoprotdna B-1G0, que tem importante fun^ao no 
metabolismo exogeno dos lipfdios plasmaticos. A edi- 1 

£ao do mRNA da apolipoprotdna B (AFOB) envoive a 
desamina^ao sftio-cspccifica da citidina 6666, a uridi¬ 
na, no codon da glutamina (CAA) ? que gera um codon 
dc interruptao dc tradu^ao {stop codon) (Fig. 2.21). 

Nesse process so participant o substrato de mRNA 
c dois fa tores dc complcmcntacao APOBEC-1 c 
APOBEC-2. Ao termino dos estdgios de modifiea^ao 
dcscritos antcriormcntc, a molccula dc mRNA (trans- 
crito final) esta pronta para ser transportada por ribo- 
nucleoproteinas, do nucleo para o ci to pi asm a, quando 
c utilizada como moldc no proccsso de tradu^ao. 

A compreensao dos mecanismos de replica^ao e 
transcribe do DNA c dos processes dc matura^ao c pro¬ 
cess amento do mRNA, assim como das protein as e errzi- 
mas envolvidas nos processes, foi passive! em decorrencia 
dos avan£os tecnologicos na Biologia Molecular. Essa 
tecnologia tem permit]do sintetizar e marcar sequencias 
de nucleotidcos in vitro , contribuindo significativamente 
para o avarigo das investigacoes ciendficas nas areas da 
genomica e trail sc nptomica, a m pi i an do cada vez mais o 
conhecimento dos organismo@ vivos e sua intera^ao com 

o mere amble nte. 
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Figura 2.21 — Processo de editora.^Io da apolipoproteina li (AFOB). Esquema indicative dos codons com destaque para o codon 2.153, 
sitio de editoring ao do mRNA quando da sintese da apoliprotcina B nas coin las do intestino. Quando a apolipioteina £ sintetizada no 
figado, nao ocorre a editor ay an do mRNA, resultando a proteina em apolipoproteina B-100 com 4563 aminoacido. Quando sintetizada 
no intestino, ha a edi^ao do mRNA, alterando o codon CAA (Glutamina) para o codon UAA {stop cod on) y como consequencla tem-se a 
apolipoproteina B-48 com 2.152 aminoacido (adaptado dc: users.rcn.com, accsso cm 29/06/2009). 
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Introdu^ao 

As tecnicas de investigagao de acido s nuclei cos, tais 
como ensaios de hibridagao e os sistemas de amplifica- 
gao in vitro (Capitulos 6, 7, 9 c 10), tcm uma ctapa dc 
deteegao que utiliza moleculas isoladas e/ou complex a- 
das com enzimas e/ou substancias marcadas que se hi- 
bridam ou sc Ilgam aos acidos nuclei cos * As moleculas 
dc deteegao sao produzidas por sistemas de marcagao 
com isotopes radio ativos, substrates colorimetricos, 
substancias quimioluminescentes ou fluorescentes. A 
deteegao tambem pode ser realizada de forma direta 
com o uso de corantes que se intercalam entre as bases 
nkrogenadas dos acidos nucleicos. 

Ha do is tipos de formatos de ensaios para a detee¬ 
gao dc acidos nuclcicos: homogeneos e heterogene os. 
Os heterogeneos tcm uma ou mais etapas dc separa- 
gao T enquanto os homogeneos sao realizados em uma 
iinica ctapa. 

No formato homogeneo, a arnostra de acido nuclei- 
co e adicionada ao reagente de deteegao em solugao. O 
sinal gcrado pel a molecula sinalizadora c mensurado c 
reflete a quantidade de acido nucleico presente na amos- 
tra (Dickson et al., 1995). O formato heterogeneo inclui 
uma etapa de separate do acido nucleico presente na 
arnostra. Tsto e realizado pela imobilizagao da molecula 
em uma fase solid a pela ligagao e sped be a, adsorcao ou 
rcagao quimica. Os reagentes de deteegao sao posterior- 
mente aplicados sob re a fase solida e ligam-se especi fl¬ 
ea mente ao acido nucleico de interesse. Nesse tonnato, 
o excesso dc reagente dc deteegao nao ligado c removido 
por lavagem do sistema, o que reduz o sinal de fundo 
(background) e aumenta a e specific ida.de do metodo 
(Dickson ct al., 1995). 


A seguir sao discut idos alguns dos sistemas de mar- 
cacao de acidos nucleicos e moleculas sinalizadoras uti- 


lizados na preparagao de sondas nucleotfdicas e outros 
reagentes dc dctcccao dc acidos nuclcicos. 


Mitrca^ao de Acidos Nucleicos 

A marcagao de acidos nucleicos e uma tecnologia 
util para a deteegao direta ou indireta e altamente sensf- 
vel dess as moleculas em diferentes sistemas biologicos* 

O sistema de marcagao a scr utilizado nos ensaios 
depende de varies fatores, tais como estabilidade do 
marc ad or, sensibilidade de deteegao, rapid ez e faeili- 
dade de execugao e custo total de marcagao, reagen¬ 
tes de deteegao e sistema de deteegao (K rick a, 1999), 
Alem disso, a versatilidade de modificagao da marcagao 
quando um conjugado liga uma molecula ligante e tam¬ 
bem desejavel, uma vez que isso pode formar a base dos 
ensaios homogeneos (de fase unica). A mar cacao pode 
scr realizada dirctamcntc nos acidos nuclcicos e/ou em 
seus tragmentos ou em oligonucleotide os sinteticos, ou 
indireta mente utilizando a marcagao de haptenos se- 
cundarios, tais como biotina, digoxigenina. 

Os acidos nuclcicos mar cad os sao comumente re- 
feridos como sondas de hibridagao que sao empregadas 
em diver sos sistemas de ensaios molecula res, particu- 
larmcntc nos ensaios dc hibridagao in vitro. S eg undo 
Mansfield et al. (1995), varios fatores determinant a 
conveniencia do uso de sondas de hibridagao nos en¬ 
saios dc deteegao dc acidos nuclcicos (Quadro 3,1). 

Varios me tod os de marcagao direta ou indireta fo- 
ram descritos para a deteegao de acidos nucleicos em 
ensaios de hibridagao (Quadro 3.2). Nenhum dos mar- 
cadores descritos no quadro 3.2 possucm todos os critc- 
rios descritos, embora protocolos rclativamente simples 
e que apresentem sensibilidade adequada de sinal for am 
dcscnvolvidos. 
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Quadro 3,1 - Fatores que determinant o mo de sondas de hibrida^ao. 


A liga^So do marcador ao dcido nueleico deve ser faeil utilisando um protocolo simples e repro- 
dutived 


Marc ad or 


Son da 


O sinai do mare a dor deve ser detecrado em baixas concentrafoes usando protocol os de deteegao 
simples 

A marca^ao deve ser estiveb permitindo a re-hibrida^ao da son da 

A sonda deve ser estiivel cin eondi^ocs dc hibrida^ao, mcluindo temperatures devadas e detcrgeri- 
tes, bem corno solventes eomo a forma mid a 

A sonda nao deve interferir com o processo de hibridaflo 

A sonda deve ser adequada tan to para metodos de bibridacao quanto para fases Liquida (menibranas 
011 superficies de silicone ou vidro) e soli da 

A so nda deve ser estavcl por longos period os dc armazenamento dos reagentes de detect ao nao 
isorb pi cos 


Nos metodos de detec^ao base ados em enzima } essa deve ser estavel e produzir sinai s duradouros 


Ensaio 


O protocolo deve ser compativel com anili.se automat ica e permitir rap Ida detec^ao usando um 
mmnero mini mo de rcagent cs epassos analitieos 

A bibridacao da sonda deve ser revcrsivel e de faeil remo^ao T permitindo a re-hibrida^iio da rnem- 


brana 


O sinai de bibridacao devera ser disfinguivel do da sonda nao reativa, Isso elimina a necessidade 
de remover substrates nao tratados on sondas que possibilitam realizar o ensaio em um tubo unico 
(formate de ensaio homogene o) 


Fontct Mansfield, ct aL 1995, 


Quadro 3,2 - Marc adores e tip os de ensaios utilizados para a detee^ao de acid os nueleieos, 


Ensaios 


bisterna de marca^ao 


Detec^ao radioisotopica 


Colorimetrico 


** Iodo 
Fosforo 
Fosforo 
Enxofre 
J Tricio 
u Carbono 

Fosfatase aleallna^-nitrofenol fosfato (pNPP) 

Fosfata.se alcalina/5-bromo-4-eloro-3-mdolil fosfato/nitroazul de tetrazdlio (BC1P/NBT) 
G ai ac tosidase/5 -brorn o- 4 - cloro-3 - i ndol g alac to s ideo (X-ga 1) 

Peroxidase/tetraidroclorcto de diammobenzimida (DAB) 

Peroxidase/d iid roe lore to de c-fenilenodiamiira (QPD) 

Pe roxidase/tet ra meti 1 benzidina (TMR) 


Qu ini i olu m ine seen c i a 


Luminol c dcrivados 
Ester de acridino 
Fosfatase 3 leal ina/AMPPD 
P eroxid as e/luminol 


Conti nun 
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Quadro 3.2— Continuacao. 

- Galactosidase/luciferi na- ji-galaetos id ase 

- Fosfata se a kali na /luc iftri n a- o-fo sfatas c 

- Glkosc-6-fosfato desidrogenasc/glico sc-fosfato + luciferase 

- Bacteria na marina 

Fluorescein a 
Brometo die etidio 
Me til cu marina 
Rodamina 
Vermelho-texas 
Fosfatase alcalina/ BBTP 

Fonte: Mansfield et al., 1995; Sambrocke Russell, 2001. 

AMPPD = 3-{4-m.etoxispiro [1 ,2- dioxetano-3,2"' -triciclo-j 3.3.1A 7 (decan-4-yl) fenilfbsfato dissodico; BBTP, 2"- [2-benzotiazoil]- 6'- 
hidroxibenzotiazol fosfato (AttoPbos, Promeg a). 


Fluorescencia 


Rioluminesccticia 


Sistemas de Marca^ao Isotopica 

Marcadores Isotdpicos 

Os isotopes sac atomos que ap resent am cm scu 
nuclco um numcro dc ncutros diferente do dc protons, 
altcrando a massa atomic a do elemento quimico. Fisi- 
camente ? esses atomos comportam-se de mode dife¬ 
rente, sao mais pesados e instave is, emitindo energia 
(radiativa). Por outro lado, quimicarnente, os isotopes 
possuem as mesrnas propriedades quimicas que as dos 
atomos estaveis 3 ou seja, com o mesmo niimcro de pro¬ 
tons, Para tornarem-se estaveis, clcs cm item par tf co¬ 
las de alta energia que pode ser alfa (a); gam a (y) ou 
beta (P), dependendo da origem da e mis sao da energia 
a partir do atomo (para mais detallies ver Raul dos 
Santos, 1998}. Principios basicos de protepao radiolo- 
gica na utiliza^ao de materials radiativos em laborato¬ 
ries ver Manual de Biosseguran^a (Colli e Mesquita, 
2002 ). 

Os isotopos (molecula sinalizadora) mais frequen¬ 
ts mente us ad os para a sfntese de sondas radiativas in- 


eluem o fosforo-32 {'"P), o enxofre (^S) e trfcio (31T); 
a escolha destes depends da aplica^ao e do metodo de 
detec^ao. 

O fosforo-32 (' ,2 P) e o isotopo mais comumente 
us ado para m a rear radiativamente o acido nucleieo. 
Emite particulas energeticas p, tern alta atividade es- 
pccifica (9200 Rq) na forma pura e meia-vida curta 
(14 dias) + O isotopo 2 P pode ser inserido na posi^ao 
alfa (a) ou gam a (y) da molecula de trifosfato que se 
ligaa um nudeosfdeo (a^ucar ebase nitrogen ada)* As- 
sim, podemos adquirir ribonucleotide os (NTF) e de- 
soxirribo nucleotide os (dNTP) marcados com fosfatos 
nas posi^oes a ou y (Fig. 3.1). A escolha da posi^ao de 
marca^ao do fosfato depende de qual extremidade (3 1 
ou 50 da molecula de acido nucleieo deve permanecer 
acessivel para as rea^oes posteriores, Mol ecu las com 
extremidade 3 f livre normal men te sao marc ad as com 
nucleotide os que contem fosfato m area do na posi^ao 
a, enquanto aquelas com extremidade S' livre e des- 
fosforilada sao marcadas com nucleotideos contendo 
fosfato marc ado na posi^ao y. 



Fig urn 3A - Molecula de nudeotidco trifo&fato. As moleeulasi dc fosfato cstao nas posRocs alfa, beta e gama T tendo eomo referential o 
carbono -5’ da molecula de acuear. 
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Precursors de NTP ou dNTP marc ados com 
podem ser adquiridos com varias atividades espedficas. 
Em geral, os precursores que contem fosfato marcado 
na posi^ao a (todos os NTP e dNTP) sao fornecidos 
com atividades de 400 a 800 Bq. Os p recur sores com 
fosfato marcado na posi^ao y (adenosina ou guanosina- 
5-trifosfato) sao ibrnecidos com atividades de 3.000 a 
7.000 Bq. O ; P possui atividade espccifica dc 1.850 Bq 
c atualmente vem sen do muito utilizado na marca^ao 
de cDNA, nos experiments de macroarranjos ( macro¬ 
army ) de DXA, por gerar sinais mais definidos, uma 
vez que apreseirta me nor atividade e spec idea que o 2 P. 

O - b 'S c mcnos cnergctico (atividade cspedfica dc 
1.500 Bq na forma pur a) c meia-vida long a (87 dias). 
Os nucleoside os trifosfatos marc ados com 35 S tern um 
grupo tiol (ST I) que substitui o oxigenio covalentemen- 
te ligado ao fosfato. Essa e uma altera^ao significative 
que podc inibir muitas enzimas utilizadas cm experi¬ 
mentos postcriorcs. Dcvido a baixa cncrgia } o causa 
pouco da no ao acido nuclcico c e mais util cm prepa¬ 
ratories mais estaveis, porem produz sondas com menor 
especificidade. O 35 S pode substituir o 32 P nos proce¬ 
di mentos de sequenciamento de DNA com terminaqao 
didcoxi. Dcvido a sua baixa cnergia, produz imagens 
mais definidas na autorradiografia. 

O 3 H apresenta atividade cspccifica ainda menor 
(29Bq na Forma pura) e meia-vida muito longa (12 
an os). A emissao e muito fraca para a maioria dos pro- 
ccdimentos dc autorradiografia, embora seja usada para 
hibrida^ao in situ. O H c us ado principalmcntc para a 
atialisc quantitativa dc slntesc c degradapto dc acidos 
nucleicos. 

Nos proeedimentos em que se utillzam isdtopos, 
os usuarios devern usar luvas e outros equipamentos 
dc protepio individual (EPIs) adequados c seguir as 
praticas de protc^ao radiologica ocupacional e ambien- 
tal re co me nd ad as [ver Comissao Nacionai de Energia 
Nuclear (CNEN) - www.cnen.gov.br e Manual de 
Biosseguranqa, Hirata e Mansini, 2002]. Os procedi- 
men tos experimental devern ser real iz ados em uma 
area especifica J devidamente demarcada e identifica- 
da, e equipamentos, materials, reagentes, ambientes 
e EPIs devern ser frequentemente monitorados para a 
deteeqao de contamina^ao provavei. Aexposipio ao : ’’S 
c mcnos prejudicial a saude do que a exposipao ao 33 P, 
porem o 35 S e mais diftcil de detectar com um monitor 
t le r ad i a^: ao - p ad r ao. 

Algumas desvantageus inerentes a marca^ao coni 
isbtopos, principalmente os - 'P e P 7 induem: baixa 
meia-vida do isotopo (aproximadamente 15 dias); po- 


tenci alidade para induzir dan os a saude; necessidade 
de materials, recipientes, equipamentos e area fisica ex- 
clusiva para o manuseio e dcscarte correto e seguro de 
produtos e resfduos isotopicos; e alto custo. Alem dis- 
so, o metodo apresenta baixa sensibiltdade porque cada 
isbtopo gcra apenas um evento dc sinal detectavel por 
molecula, o que requer longo periodo de exposi^ao para 
a obten^ao do sinal (Dickson et al., 1995). 

De ntre as moleculas sinalizadoras m area das com 
isbtopos, os nucicotidcos ma read os com tbsibro radia¬ 
tive sao os mais frequentemente usados. Sua introdu^ao 
ao acido nucleico pode ser realizada por meio de reapies 
de marcaqao que incluem: preenchimento da extremi- 
dade 3' ou 5' [fill in); nick translation; inserpio dc oligo- 
nuclcotldcos alcatorios (random primers); rcaplo cm ca- 
deia de polimerase (PCR), empregando enzimas como 
DNA polimerase; DXA polimerase 1; fragmento Kle- 
now; T4 DNA polimerase;. endonuclease dc rcstri^ao 
ou endonucleases; transferase terminal (dcoxinuclco- 
tidiltransferase); T4 polinucleotideo cinase; DXase I e 
RNA polimerase SP6, T3 e T7 (para mais de tallies ver 
Ausubel et a.., 1990; Farrell, 1993 e Hilaries, 2004). 

Sistema de Detecf ao de Sondas 

Iso to pic as 

A autorradiografia 6 uma tecnica fotoquimica sensf- 
vel e simples usada para registrar a distribuipao espacial 
de compos tos radiomarcados dentro de um e sped me 
ou um objeto. E subdivide em dois grupos, comumente 
refer idos como micro autorradiografia e macro autorra¬ 
diografia* No primeiro caso, o rcsultado c alcancado co- 
brindo uma scc^ao fina do espccimc com uma cmulsao 
sensivel a luz. Essa tecnica tambem e conhecida como 
autorradiografia in situ e usualmente realizada dire ta¬ 
rn ente sobre uma lamina dc vidro com tccidos/cclulas 
previa me ntc fixados. Dcvido ao fato dc css a tecnica 
ter a vantagem de manter a geometria celular natural, 
a distribuiqao intracelular do radiornarcador pode ser 
facilmentc determinada utilizando-se um microcospio 
optico c elctronico (por excmplo, contagem dos granu¬ 
les). Na macro autorradiografia, a membrana de filtro 
qite contem os acidos nucleicos marcados com o radio- 
isbtopo e protegida por um filme plastico e colocada 
em contato direto com um filme de radio grab a. Esse 
procedimento e conhecido por exposifao direta e utili¬ 
zado nos ensaios de Southern blotting; Northern blotting 
e marcroarray , por excmplo. 

O filme radiografico ten^i uma base de poliester de 
0,016 mm rccoberta com uma emulsao que contem ge- 
latina e sais de prat a (AgBr ou AgCI) sensiveis a luz. 





VENDEDORAPOSTILASMEDICINA@HOTMAIL.COM 

Temologia de Deteccxo de Acido Nucleic® 


33 


Durante a exposfoao do filme, a energia liberada pelo 
isotope (radiafao ionizante e fotons de biz) e absorvida 
pelos cristais de prata da emulsao gerando fotoeletrons. 
Os fotoeletrons migram pel a matriz de crista! ate atin- 
gir a superficie de captura de e let rons, onde reduzem os 
ions Ag 4 a prata metalica (Ag°) que se deposita para for¬ 
mal a imagem latente (invisivel) e que posteriormente 
e detect ad a pelo si sterna de revelacao radio grade a. A 
imagem final revelada pode ser avaliada por meio de 
de ns i to met ri a realizada por scanner a laser ou da inspe- 
iyao visual (resultados me nos preciso). 

A detectao autorradiograficapode ser melborada por 
meio do uso de tcladc intensificacao const] tuida de uma 
base de poliester flexivel recoberta com fosforo inorganir 
co. O tipo de tela mais comum e a de tungstate de calcio 
{CaWO..} recoberta com fosforo. O fosforo inorganico 
convene a radia^ao ionizante cm idtravioleta (luz azul), 
que exibe sinais de fundo mtdto baixos e sao altamcnte 
comp at 1 vc is com os pad roes de autorradiografia cm uso. 
Re comend a-sc que as telas de intensifies ao sejant man- 
tidas no escuro por algumas horas ou durante a noite, an¬ 
tes do uso, para evitar alto sinal dc fundo c conscqucntc- 
mente o cscurccimento do filmc. Outros tipos de telas dc 
Intensificacao contem terras raras, tais como oxibrometo 
de bin tanio (luz azul) ou ox is suite to degadolinio (luz ver- 
de), e podem ser usadas para mtensificar a capta^ao de 
radia^ao ionizante pelos filmes radiograficos. 

Outro me to do de deteefao de radia^ao iso topi ca da 
me nib ran a (nailon ou nitrocelulose) e a expos 19 ao a pla- 
ca de fosforo imagem {phosphor imaging), matriz de tela 


dopada com europio* Nesse si sterna, os elet rons gera- 
dos pelo decaimento espontaneo do europio radiative 
presente na amostra interagem com a placa de fosforot- 
niagem , formando uma imagem estavel que corresponde 
precisamente a distribute da intensidade da radia^ao 
de or i gem. A imagem e detectada por uma lei tor a de 
tela com laser verm el ho que libera a energia estocada, 
a qua! e proporcional a energia absorvida. A in forma¬ 
lin e armazenada em formato digitalizado por meio do 
uso de programs de analise de imagem (Zouboulis e 
Tayakkof 1994). 


Nos metodos nao radiativos, um composto ou gru- 
pamento quimico nornialmente nao encontrado nos 
acido s nude ico s e conjugado a son da por rea^ao enzi- 
matica, fotoquimica ou sintetica. Apos a hibrida^ao da 
son da ao acido nucleico alvo, o sinal e detect ado por 
sistemas indie adores apropriados (Quadro 3.2)* 

A marca^ao nao isotopica tern a vantagem de fornecer 
maior rendimento de sonda mar cad a e a sonda c mais es¬ 
tavel para multiples experimentos. O ma read or podc ser 
ligado em diferentes locais da sonda, porem, para obter a 
hibridaqio especifica entre a sonda mar cad a c o DN A/ 
RNA-alvo, e importante que o procedimenro de marca¬ 
ne nao modifique substancialmente a cstrutura da sonda 
(Fig. 3.2). Alem disso, a molecula sinalizadora deve cstar * 
covalentemente ligada a sonda de forma a se manter esta¬ 
vel nas etapas de desnatura^ao ehibrida^ao. 


Sistemas de Marcacao Nao Isotopica 



Figura 3.2 - Modelo simpliiicado da sonda dc acido nucleico apresentandu- os locais dc inscr^au do marc a dor nao isotopico. I- Nuclcoti- 
dcos individuals. II- Extremidade 3’ (RNA). Ill- Grupo fosfato terminal 5'. IV- Intera^oes ionicas entro grupos fosfatos c, por exemplo, 
proteinas carregadas positivamente capazes dc promover liga^ao cruzada a bases nitrogenadas. Modificado de Hopman et al., 1995. 
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Marcadores Nao Lsotopicos 

As moleculas sinallzadoras utilizadas na marca^ao 
nao isotopica dc sondas nucleotidicas mais comims in- 
clucm os nucleorideos biotinilados, biotina fbtoativavel 
(PAR), digoxigenina (DIG), fluorocromos {flu ore see i- 
na, rodamina e cumarina), ou enzimas como a marca- 
930 quimiolumincsccntc au men tad a (Enhaced Chemilu¬ 
minescence labeling)* A insert;ao da molccula sinalizadora 
nao isotopica ao acido nucleico alvo, pode ser realizada 
utilizando proccdi mentos como os descritos no M a rea¬ 
der cs lsotopicos (para dctalhamcnto desses proccdi me n- 
tos ver Farrell, 1993; Hughes et al., 1995; Sambrook e 
Russel, 2001; Hilario, 2004). A biotina e a digoxige- 
nina podem ser ligadas ao acido nucleico por meio de 
liga^oes fotoqui micas* Em am bos os casos, o m a reader 
c ligado a um grupo nitrofeniiazida que c convertido, 
por irradiate com luz ultravioleta ou visivel forte, a um 
nitreno altamente reativo que pode for mar llga^oes co- 
valentes com DNA e RNA (Sambrook e Russel, 2001). 
A mar capo fotoquimica e me nos elicicntc do que acn- 
zimatica (Sambrook e Russel, 2001). 


Na biotinilafan, e utilizada a vitamina hidrossoluvel 
biotina, que pode ser rapidamente conjugada a varias 
moleculas biologicas. A sintese dc nu elect id eos biotinila- 
dos fbi descrita inicialmente por Langer ct al., (1981), que 
utilizaram an a logos de2'-deoxirribonucleotideo trifosfato 
uridilato e de ribonueleotfdeo trifosfato uridilato (dlJTP 
c UTP) com uma molccula dc biotina covalcnrcmcntc 
ligada no carbono -S' do and da piramidina por mcio dc 
um brac:o espa^ador {linker) de all lamina. A biotinila^ao 
interfere muito pouco com a atividade biologic a devido 
a presence do espacador que minimiza a intcrfcrcncia do 
ester entre a biotina e a moleeula da sonda. As sondas 
biotiniladas perm item a detec^ao utilizando-se tanto sis- 
temas cromogenicos como quimioluminescentes* 


A biotina tambem pode scr usada cm rca^ocs de 
marcapao de fotoativa^ao e nesse caso e empregado seu 
analogo fotorreativo sintetico. Para tanto, a moleeula de 
biotina e ligada a arilamida que pode ser fotoativada c 
gerar aril-nitrenos altamente reativos que sc acoplam 


as bases aromaticas dos acid os nucleico s. Ess a teen ica e 


util para gerar fragmentos completos de sondas, estaveis 
sob uma variedade de conduces tais como pi I alcalmo, 
temperaturas elevadas e irradiapao. 


A cardenolideo digoxigenina (Mr = 390.53) pode 
ser derivado por remopao quimica ou enzimatica de 
quatro residues de a^ucar do desacetilanatosideo C iso- 
lado de Digitalis purpurea ou extraido diretamente de 
D. orienfcdisi e LX lanata da familia Scrophidariaceae . A 
digoxigenina pode scr acoplada ao UTP form and o a di- 


goxigenina-ll-UTP ou o dUTP que origina a digoxige- 
nina-ll-dUTP. A mareapao da sonda nucleotidica com 
digoxigenina pode ser realizada por iigapao covalente 
mediada por grupos mtrenos altamente reativos presen- 
tes em mol ecu! as espacador as utilizadas para aeoplar a 
molccula de digoxigenina ao acido nucleico da sonda. 

Os fluorocromos sao molcculas fluorescentes que 
podem ser utilizados na marcapao de sondas nucleo¬ 
tidicas (para revisao ver Kricka, 2002). Os prime! ros 
fluorocromos descritos foram os dideoxinucleotideos 
modificados com fluoresceina empregados cm reapocs 
de sequenciamento. Posterior mente, foram sintetiza- 
dos dUTPs marcados com fluoresceina; rodamina c 
me til con marina, sen do a marcapao com fluoresceina 
a mais amplamente utilizada. 

As enzimas tambem tern si do muito utilizadas para 
a marcapao dc sondas nucleotidicas. A marcapao fun- 
dame nta-se na inter 393.0 ionic a dc macromolcculas car- 
regadas positivamente com os grupos fosfatos da sonda 
de acido nucleico, seguindo-se uma Iigapao cruzada 
{cross-linking) com os rcsiduos das bases nitrogenadas* 
As enzimas peroxidase c fosfatasc alcalina sao exem- 
plos usados para a marcapao de sondas nucleotidicas* 
O acoplamento da enzirna a sonda faz-se por meio da 
ligado covalente do glutaraldeido* Para facilitar cssa 
ligado, uma pcquena molccula polianionica, como a 
polietilenoimina, e acoplada a enzima utilizando-se a 
p-benzoquinona. A estabilidade ter mica dos hibridos 
form ados entre a sonda marcada com enzima e o acido 
nuclei co-alvo e 1 eve mente reduzida como resultado do 
proce dimen to de modificapao. A p-galactosidase eou- 
tra enzima empregada na deteepao de acidos nucleic os. 

Deteepao de Sondas Nao Isotopicas 

A deteepao de sondas nao isotopicas envolvem os 
si stem as colorimetric os, quimiolumincsccntc c fluorcs- 
ccnte, dependendo da molccula sinalizadora e/ou do 
substrato utilizado para gerar o sinal de identifi03930. 

Deteqdo Colorimetric a 

Nos ensaios que empregam substratos eolorimctri- 
cos, o que se observa como resultado final e a preset a 
dc um produto insoluvcl, o qual prccipita no sitio de 
an cl amen to da sonda ou da formapao do produto. Em 
termos de sensibilidade, sao tres a quatro vezes menos 
sensiveis que outros me to dos de marcapao nao iso to¬ 
pi cos* As mol ecu) as de marcapao mais utilizadas no 
sistema color!metrico sao as enzimas, especial mente a 
peroxidase de rabanete (horseradishperoxidase — HRP) e 
a Ibsfatase alcalina (ALP). 
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As principals vantagens dos ensaios colon metrkos 
estao reiacionadas com a possibilidade de a analise set 
visual e simples e um registro per inane rite pode ser ge- 
rado. Contudo, os precipitados sac frequentemente di- 
ficcis dc scr rcmovidos da membra na, tornando a reuti- 
liza^ao da me mb ran a diffcil ou impossivcl. 

Dentre os substrates colorimetricos da peroxidase de 
rabanete, os mats empregado s sao: i) 3,3 -tetrai drocloretro 
de diarm nobenzidina (DAB): o produto de oxida^ao do 
DAB sofre polimeriza^ao e forma um residue marrom in¬ 
tense que e insoluvel em agua e em etanol (euidados devein 
ser tornados durante o sen manuseio devido ao potential 
carcinogcni co); c ii) 3,3', 5,5 -tet rametilbenzidi na (TMB): 
o produto dc oxida^ao do TMB c soluvcl mas podc scr pre- 
cipitado nos blots empregando-se o sulfato de dextrana ou 
pode ser utilizada a forma particulada do TMB disponivel 
eomercialmente. Outros substrates que podem ser utlli- 
zados sao: diidrodorcto de o-fcnilcnodiamina (OPD) que 
prod uz um precipitado de cor laranja-tangerina; e o 2,2- 
azino-di(3 -etilbenzotiazoiina- 6- acido s ulfonico) (ABT S) 
que produz um precipitado de cor verde* 

Para a dctcc^ao dc send as marc ad as com fostatasc 
a leal in a, os substrates mats u till zados sao 5-bromo-4- 
cloro-3-indoli! fosfato (BCIP) e cloreto de 4-nitroazul 
de tetrazolio (NBT). O BC’TP e us ado em associate 
com o NBT 1 (reagente binario) para fbrmar um preci¬ 
pitado de cor azul-purpura no sitio de atividade da ibs- 
fatase alcalina e c o sistema indieador mais disponivel 
para a detec^ao cromogenica do conjugado com fbsfata- 
se alcalina, Outro substrate empregado para a detec^ao 
da ATT c />-nitrofenol fosfato (^-NPP)* 

DeteCfdo Q uim iolum in escen te 

O sistema quimiolumincsccntc bascia-se na gcra^ao 
dc luz por rcacocs qinmicas. Esse sistema apresenta as 
vantagens de alta sensibilklade e de varios metodos de 
analises, incluindo sistema manual ou automatizado de 
processamento da autorradiografia. Outra vantagem 
para os ensaios de blots por quimiolumincsceneia e que 
geralmente as sondas nao precis am ser removidas para 
re-hibridapao, 

A principal dcs vantagem da detect ao quimiolumcs- 
ccnrc c a rapid a cine tic a dc dccaimcnto do sinal c a rcs- 
posta nao linear do dime us ado para detect ao da e mis sao 
de luz. Fato este, que dificulta as analises quantitativas 
e a eompara^ao de resultados entres testes. Em adi^ao, 
o background re suit ante da hidrolise nao enzimatica do 
substrate quimiolumes ce nt e, reduz a sensibilidade. 


Dentre os reagente s empregados nos si stem as 
de deteepao por quimioluminescencia, temos: i) lu- 
minol: empregado em associate com a peroxidase; 
e ii) fosfato de adamantil-l^-dioxetano, tambem 
conhecido como 3-[2" cspiroadamantanaj-4-mcto- 
xi-4-[3 ,7 -(fosforiloxi)fenil]-l J 2-dioxetano ou 3-(4- 
metoxispiro[l,2-diaxetanc-3,2”~triciclo-]3*3.1 d u ) 
[decan]-4-jl)-fenilfosfato dissodico (AMPPD), que 
c um substrate da fosfatasc alcalina (ALP). A sensibi¬ 
lidade de deteeqao e superior a do metodo colorimeti- 
co, dc biolumincsccncia ou fliiorimctria c c cquivalcn- 
te a da teenica autorradiografiea. O sinal emit!do pelo 
produto gerado por 1000 ou mais molcculas dc ALP 
pode ser detectado. E possivel detectar quantidades 
dc 0,1 pg ou supcriorcs dc RNA ou DMA cm sistc- 
mas de hibrida^ao como Northern ou Southern blot¬ 
ting utilizando-se o sistema de deteccao com ALP. 

Detecfdo Fluorescen te 

A fluorescencia e uni tipo especiEco de iumines- 
cencia, denominado de luz absortiva (excita^ao de um 
eletron a partir de um estado de repouso para um estado 
excitado) seguido de uma rapt da emissao de luz provc- 
niente do estado excitado (geralmente, porern nao ne- 
cessariamente igual ao estado absortivo) para o estado 
de repouso. Na fluorescencia, um unico foton de luz e 
absorvido por uma mol ecu la que a tinge o estado exci¬ 
tado e e re-emitido a uma energia relativamente baixa 
(comp rim ento dc onda longo). 

Em rela^ao aos ensaios heterogeneos ou separaqao 
que empregam suportes solidos como as membranas dc 
n a lion, os produtos fluoresce ntes de sondas marcadas 
com enzimas podem ser detect ados por tel as dc inten- 
sifica^ao como descrito para os sistemas de deteccao 
isotopica. Li lines fotograficos instantaneos e de autor- 
radiografla tambem podem ser usados para a deteccao 
qualitativa e semiquantativa da emissao de luz, bem 
como lu mi nometros. A ALP, por exemplo, catalisa a 
conversao da forma fosfato do substrate de AttoPhos H 
(JBL S icentific) para BBT, cuja fluorescencia pode ser 
detectada por uma tela de intensiliea^ao. 

O substrates da ALP utilizado nesse sistema e 
o 2-hidroxi-3-acido naftoico 2-fenilanilida fosfato 
(IINPP) que apos solrer desfosforila^ao gera um pro¬ 
duto insoluvel fuorcsccnte. Esse precipitado se deposit a 
sob a me mb ran a e pode ser exicitado por irradia^ao a 
290 nm em transilu min ador, A energia cmitida a 509 
nm pode ser capturada por um camara com disposttivo 
as so dado a carga (CCD) ou por um filme fotografico. 
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Sistemas de Detec9ao de Sondas Nao 
Isotopicas 

Sistema de Deteccao Dire fa 

No sistema de deteccao dircta, a molecula sina- 
lizadora esta acoplada diretamente na sequencia de 
nucleotideos (sonda) (Fig* 3,3) c c rcvclada por meio 
de reaqoes colorimetricas, quimioluminescentes e 
fluorescentes, depen den do do sufastrato empregado* 
Exemplos de algumas moleculas sinalizadoras em- 
pregadas; fluoresce in a, vermelho-texas ou rodamma, 
ester de acridinio ou enzimas. Na figtira 3.3, temos 
es quern atiza do a marcaqao direta da sonda nucleofi- 
dica pcla enzima fosfatase alcalina. 

Sistema de Deteccao Indireta 

Nos sistemas de deteccao indireta, a sonda e mar- 
cada com uma molecula intermediaria, que na sequen- 


cia interage com uma enzima, por exempto, e que, por 
sua vez, atua sobre a molecula de deteccao que pode ser 
substrate cromogenico, quimiolummescente e flu ores- 
cente. 

Uma das moleculas inter media rias mats comuns 
para a marcaqao de sondas e a digoxigenina, que pode 
ser reconhecida por urn anticorpo especifico, o qua! e 1 l- 
gado covalcntcmcntc a uma enzima dc deteccao (fosfa- 
tasc alcalina ou peroxidase), antcriormcntc comcntada. 
Na figura 3.4, e mostrado um esquema de utilizaqao de 
d i gox ige n l n a co mo mol ecu 1 a si na 1 izadora. 

Outro sistema dc deteccao indireta e a biotina-avi- 
dina ou biotina-estreptavidina, A estreptavidina e uma 
protein a tetramerica, i solatia da bacteria Streptomyces 
avulinii, c possuiquatro sftios dc liga^ao corn a biotina. 
A estreptravidina tern alt a afinidade pcla biotin a (kD = 
1 O^-A'T 1 ), ponto koeletrico neutro em pi I fisiologieo e 



Figura 3*3 - Keprcscnta^ao csqucmatica da rnarca^ao direta utilizando a enzima fosfatase alcalina. A sonda nuckotidica cncontra-sc ligada 
a enzima fosfatase alcalina, que ao interagir com um substrata colorimetrko ou quimioluminescente pode gera um precipitado ou a emissao 
de luz, respectivamente. 



Figura 3.4- Ksquema represen rativo de sistema deteccao indireta, utilizando a di gorged in a. A sonda de nucleotideo esta marcada com 
digoxigenina que, por sua vez, e reconhecida pelo anticorpo antidigoxigenma conjugado com a peroxidase de rabanete ou fosfatase alcali¬ 
na. Este cotnplexo pode ser detectado por meio da a^ao da enzima sob um substrata colorimetrico ou quimioluminescente. 
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poucos grupos carregados, e nao con tern carboidratos* 
Ess as propriedades reduzem a probabilidadc de liga- 
£oes inespecificas e o sinal dc fiindo {background). 

Na figura 3,5, observa-se o si stem a de detect an in- 
direta utilizando a biotina como molecula sinalizado- 
ra. Nesse exemplo, a sonda e marcada com biotina, e a 


enzitna conjugada com a estreptavidina, a qua! interage 
com nma enzima (peroxidase de rabanete ou fbsfatase 
alcalina) qtie 7 por sua vcz, atua sobre o substrate de de- 
teeqao (color! metrico e/ou quimioluminescente). 

Na figura 3,6, podemos observar um esquern a geral 
de um sis tenia heterogeneo (com etapa de separate) para 


DNA-alvo iroobilLzado 
sob o filtro 


Substrata 
cromog^nico ou 
quiiTkiol u r n ine see n te 


Precipitado oolorido 
ou emiss^o de tuz 


Ati'ridade da enzima 



Peroxidase de rabanete 


Estrepiavidma 

_ 


Biotina 


Send a oudeotWica 


Figum 3 + 5 - Esqucma representative) dc Sterna de marea^ao indireta T utilizando a biotina. A sonda nuclcotidica esta marcada com a 
biotina, recon he c id a pcla estreptavidina conjugada com a peroxidase de rabanete, que podc agir sobre um substrato eolorimetrico ou qui¬ 
mioluminescente, gerando um preeipitado oolorido ou cmitindo luz, respeetivamente, 


da sonda 


Hitwida'giG -com 
a sonai nurtadu 


Sisiema de deret£5o 
nao isotopico 


Analise 


Ewolha do matador 


Gioiina 

OigoKigemna 

Fluoresceina 

Enzima 

Radiativo 


I nCorpora^So do n ocleotideo 
motfifieido na wqu^nOa 

da SOrda 


ou 


Associa^ao covalente 
da enzima sinalizadord 


Prepara^ao da membra na 
Htbrida^ao 


Prime/? aleatbrios 
(random primer) 
Nick translation 
POt 

QligcmarM^io 

T7/T3/SPS 


Escdha da membrana 
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Visualiza^ao 
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Figura 3.6- Fluxogratm geral do proves so de identifica^ao de acido nuclei co por me to do si stem a heterogeneo ou separate* utilizando 
sondas mareadas com moleculas sinalizadoras radiarivas ou nao radiativas. Ver os capitulos 6 f 7, 15 e 23 para informa^oes relativas a tratis- 
ferencia para memhranas (Matting) e as condi^oes de hibridagao. Adaprado de Hughes et al. t 1995. 
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a deteegao de acidos nucleicos utilizando-se marcagao 

isotopic a e nao isotdpica de son das nucleotfdicas* 
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4. Extrafao de Acidos Nucleicos em Amostras 

Biologicas: Reagentes e suas Aplica9oes 
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Qristovao Alves da Costa 
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Introdu^ao 

A obten^lo de acidos nucleicos (DN A ou RNA) 
a partir de celulas ou tecidos exige tratamentos espe- 
dficos* Muitos protocolos tcm si do descritos focando 
principal me rite a nccc ssidadc da obten^ao dc um pro- 
duto final altamente purificado. Entretanto, estes pro¬ 
tocolos apresentarn algumas diferen^as em relafao aos 
reagentes empregados, tempo de execu^ao do expert- 
men to e quantidade de acido nucleico obtido, 

ContudOj em todos os protocolos de sc rites, com ex- 
ce^ao da deteepao de acido nucleico dire to de fiuidos 
biologicos, as metodologias utilizadas sao formadas por 
tres etapas: 

(a) Lise das celulas 

(b) Purifica^ao da amostra (remo^ao de protein as 
contaminantes e outras maeromoleculas) 

(c) Prccipita^ao do acido nucleico 

Reagentes de Lise Celular 

A Use celular e earacterizada pelo rompimento da 
membrana celular at raves do uso dc varias sub stand as 
e me tod os fisicos, que variam con forme o protocolo 
seguido. Geralmente, utilizam-se detergentes com ou 
seni aquecimento, conge la men to e des conge lam ento, 
sonica^ao, homogcnciza^ao, agentes caotropicos (ex.: 
is o tic ian a to dc guanidina ou i ode to dc sodio), enzimas 
(ex.: proteinase K, lisozima), sub stand as coino saponi- 
na, que lisam eritrocitos e leucocitos ou hidroxido de 
sodio com aquecimento e tratamento com acido per- 
clorico, Muitas vezes e necessaria a associa^ao dos rea¬ 
gentes, para lima melhor lise da celula. A seguir, estao 
descritos alguns dos reagentes e me to dos empregados 
na lise celular. 


Detergentes 

Os detergentes sao agentes que rom pern associates 
hidrofobicas e destroem a bicamada lipidica da mem¬ 
brana celular. Sao moleculas anfipaticas que for mam 
micclas cm agua. Quando cm contato com a membra¬ 
na celular, as extrcmidadcs hidrofobicas dos detergentes 
ligam-sc as por^ocs hidrofobicas das protemas da mem¬ 
brana, desfazendo a bicamada lipidica. Como a outra 
extremidade do detergente e polar, ele forma complexes 
deterge ntes-protein as, assim como as micelas soluveisde 
lip id to-detergente, vis to que os fosfolipidios tambem sao 
solubilizados pelo detergente. 

Dcntrc os detergentes mais utilizados temos; sulfato 
de sodio dodecila (SDS) e o Triton X-100 empregados 
para a lise de eritrocitos, leucocitos e outros tipos de 
celulas eucarioticas e, a saponin a para a liber a^ao dos 
acidos nucleicos de fungos, bacterias e protozoarios. 

Sulfato de Sodio Dodecila -SDS 

O SDS e um detergente ionico (Fig. 4/1), ou seja, 
possui as extrcmidadcs hidrofilicas carregadas que alem 
dc ligar-sc fortemente as por^ocs hidrofobicas da prote¬ 
in a, e um fraco inibidor de RNAses, sendo im porta nte 
para evitar a present a de agentes contaminantes, tal como 
a enzirna RNase na estocagem de amostras de RNA. 

Triton X-100 (Podoxiefik. no [7-8]p-t octilfenol) 

O triton X-100 (Fig. 4*1) e um detergente mais fra¬ 
co utilizado para manter sistemas proteicos da mem¬ 
brana func.ionalmente ativos, sendo bastante aplicado, 
portanto, em experimentos que consist em na ana lise da 
atividade dessas proteinas. Alem disso, o Triton X-100 
atua como agente dispersante de lipidios* 
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Figura 4.1- Estrutura quimka. do Sulfate de Sodio Dodecila (SDS) e Triton X-10CL 0 SDS e lira deterge nte anionico constltuido de uma 
parte hidrofdbica (circulada) e uma parte hidrofllica. O Triton X-100 e um detergente nao Ionico, constltuido de uma parte hidroldbica 
(drtulada) c uma hidrofilka. 


Sulfato de Sodio Laurico 

Os organ is mo s prontamente lisados por esse de¬ 
terge nte incluem to das as I’m Ii age ns de bacterias gram- 
negativas e os eucariotos Dictyosielium discoideum , A1- 
gumas linhagens de estreptococos sac lisadas levemente 
com esse deterge nte, e a ruptura das celulas algumas 
vezes e fac'd itada au men tan do - s e a temperatura da mis- 
tura do lisado entre 70" e 75"C. 

Saponina 

A saponina c um deterge nte nao ionico que age 
como descstabiiizador de membrana, favorcccndo a for- 
mafao de coloides. Este reagente e comumente utiliza- 
do na Use de celulas mam arias. 

Metodos Fisicos de Lise Celular 

Nos metodos fisicos as celulas sao submet Idas a um 
choque mecanieo promovendo a Use celular. Isto pode 
ocorrer por congclamento c dcscongclamento, sonica^ao 
e homogeneiz aqao. 


Congelarnento e Desconge/amento 

Durante o processo de congelarnento ocorre a for- 
ma^ao de crist ais degelo, nos quais as mol ecu las de agua 
sao tbrtemente ligadas umas as outras, enfraquecendo 
as liga^oes de pontes de hidrogenio e formas de van der 
Waals entre os lipid eos e protemas. Port auto estes crist ais 
promovem o rompimento celular. Quando as celulas sao 
congeladas e descongeladas rapidamente na membrana 
ocorre a lorrnapao de grand es crista is de gelo que promo- 
vein o rompimento das celulas pos sibil it an do a extra^ao 
do contcudointracelular. 

Sonicafdo 

O sonicador rompe o tecido ou as celulas atraves de 
vibraqoes produzidas por ondas sonoras, frequentemen- 
te o ultrassom, que causam a quebra mecanica da parede 
celular. Norma line nte, esse met ode e empregado para a 
obtenpao de ad do nudeico e protemas de amostras de 
bacterias e tecidos rigidos. 
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Ho m ogene t xador 

A homogeneiza^ao c a forma mais comum dc rom¬ 
per tccido mole. A homogeneiza^ao e realizada a craves 
da tritura^ao do tccido (Bollag c cols.* 1996) ou fbr- 
gando cste a atravessar uma abertura estreita entre um 
pilao (pestle) dc teflon c uni rccipicntc dc vidro ou uma 
tela (Bollag ct al., 1996). Esses metodos sao comumcntc 
empregados para a extra^ao dc acido nuckico dc tccidos 
dc mamfferos tais como: figado, tccido mamario e rim. 


O isotiocianato de guanidina e uni forte inibidor de 
rib o nucleases, sen do o me to do de purifica^ao de RNA 
mais utilizado, substituindo a extra^ao por fenol. Esse 
metodo de extra^ao produz gr a tides quantidades de 
RNA puro e nfo degradado. 

Em acido s nuclei cos dc dupla fita, esses agentes cao- 
tropicos quebram li gardes dc hidrogenio oil reduzem 
as mteragoes hidrofobicas entre as bases, diminuindo a 
temperatura de melting. 


Agentes Caotropicos 

Os agentes caotropicos, como tiocianato de guanidi¬ 
na, isotiodanato de guanidina e iodeto de sodio promo- 
vem um efeito que re suit a na iiga^ao protein a- surfact ante 
entropicamente favoreeida, como oposipao a assoda^ao 
inter protein a, conhecido como efeito caotropico. 


Esses sais afetam a estabilidade da protein a por duas 
formas diferentes. Em baixas concentrates, os ions 
inter age m com protein as via inter apoes e let ro static as 
inespecificas. Essa neutraliza^ao eletro static a da carga 
da proteina, em geral, leva a estabiliza^ao de sua estru- 
tura. No entanto, em a It as concentrates (> 1M), sais 
apre sen tarn efeito s ion-e specific os que influenciam a 
estabilidade e strut oral de protein as. Sais como Xa^SO., 
e NaF, aumentam, enquanto NaSCN e NaClG 4 enfra- 
quecem. A estrutura da proteina e influenciada mais 
por anions do que por cations. A capaddade relativa de 
varios anions de poder isoionico em influenciar a esta¬ 
bilidade estrutural de proteinas e DNA, ern geral segue 


a serie: 


F< (SOJ 2 - < Cl <13r <r <C10 4 - < SCN < cigcoo- 

Esta scqucncia dc compos tos c conhecida como Sc- 
ric dc Hofmcistcr ou Scric Caotropica. Sais de flu ore to, 
clorcto c sulfate sao estruturas cstahilizadoras c sais de 
outros anions dcscstabilizadoras. 

Sais que estabiiizam proteinas aumentam a hidrata- 
£ao e ligam-se fracamente, enquanto desestabilizadores 
tern efeito inverse. Em outras palavras, a desnatura^ao 
atraves do efeito caotropico esta relacionada a desestabi- 
liza^ao das interaqoes hidrofobicas em proteinas. 

Altas concentrates de compos tos que tendem 
a que bra r pontes de hidrogenio, como ureia e sais de 
guanidina, tambem causam desnaturacao de proteinas. 
Essas sub st an das aparentemente causam a disrupqao de 
pontes de hidrogenio que caracterizam a estrutura de 
cad a proteina, promove ndo a solubilidade dos residues 
hidrofobicos em solu^.oes aquosas. 


Enzimas 

Varias enzimas sao empregadas na extra^ao de acido 
nucieico, entre das a lisozima e a proteinase K. 

Lisozima 

A lisozima c uma enzima que dcstroi as parede s dc 
celulas bactcrianas ao hidrolisar as ligafocs glkosidicas 
P (1—^4) entre o acido N-acetilmuramico (NAM) eX- 
acctilglicosamina (NAG), dos pcptidcoglicanos da pa¬ 
re dc cclular. Essa enzima hidrolisa tambem liga^ocs p 
(1—>4) de poli(NAG) um componcntc da parede cclular 
da maioria dos fungos. A lisozima pode lisar baetcrias 
gram-positivas, mas o pre-tratamento com uni deter gen¬ 
re e neccssario para remover a membrana externa de bac- 
terias gram-negativas. E comumcntc empregada cm me¬ 
todos que vis am a obten^ao dc acido nucieico dc fungos 
c Icvcduras, os quais po ssuem parede cclular comp acta 
dificultando o rompimento, bem como para bacterias, 
embora essa apre sente parede cclular men os comp acta. 
Os organ is mos Ksados com lisozima incluem: B. subti- 
liSy B, nattOy B cere us ^ B* negatirium y Cl , perfringens t bem 
como Actinomyces (5. albus e S. viridochromagenes) 7 porem 
de. forma me nos edciente (Grossowicz e Ariel, 1983). 

Proteinase K 

Proteinase K e uma protease serin a altamente ati- 
va do tipo subtilisina, que e secretada por meio de 
culturas esta cion arias do fun go Tri/iracbium allbum 
vat. Li mber. A letra K no nome indica que a protea¬ 
se pode suprimir o requerimento total do fun go para 
carbono e nitrogenio pela bidrolise da queratina. A 
proteinase K catalisa a hi drolls e dc uma ampla varie- 
dade dc liga^ocs peptidicas, porem cxibc uma prefe¬ 
renda para ligandes peptidicas carboxil-terminal pre- 
sente em a mine acid os a rom at i cos ou nao carrcgados. 

A enzima possui279 residues de a mi noacid os (M. 
= 28,930) e apresenta dois sitios de liga^ao para o cal¬ 
cic, os quais nao fazem parte do sftio catalitico, porem 
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contribui para a estabilidade estrutural da enzima. 
(Tuando o cal do e removido, parte da atividade ca- 
talitica e perdida devido a alter a^oes na estrutura que 
ocorrem ao longo da enzima. 

A proteinase K permanece ativa na present a dc 
urcia (1-4M) c dctcrgcntcs, per cxcmplo* SDS a 0,5% 
on triton XT GO a 1%, que sao rotineiramente us ados 
para lisar celuias de mamiferos. Peio fa to de a protei¬ 
nase K digerir eficicntementc proteinas nativas, podc 
inativar DNases c RNascs cm lisados dc celuias, o que 
facilita o isolarnento de DNA com alto peso molecular 
e RNA intacto. 

Nucleases 

Sao enzima s que degrad am acidos nuclei cos * Sao 
inibidas por agentes quel antes como o EDTA, que 
sequestrum ions metalicos bivalentes que as enzimas 
nec.essitam para podcr atuar. Dentre as nucleases, a 
RN ase e a DNase sao as mais empregadas na obten^ao 
de molecuias RNA on DNA, respectivamente, 

RNase 

A RNase e normalmente empregada nos proto- 
colos dc extra^ao dc plasmfdco, atua hidrolizando o 
RNA. A RNase tem dois rcsfduos dc histidina (His) 
que agem como catalizadores acidos e basicos gerais 
(TIis 12 e His 119). A enzima atua em duas etapas: 

— His 12 funciona como uma base que retira uni pro¬ 
ton do grupo T - OH do RNA, ocorrendo conse- 
cutivamente um ataque nucleofilico ao atomo de 
fo sfo ro ad] ace n te. 

— His 119 age como um acido do and o um proton e 
lavorecendo a quebra da liga^ao. 

— Um intermediary 2’ - 3’ - ciclico e bidrolisado e 
novamente IT is 12 atua como uma base, e TIis 119, 
como um acido. 

Embora ess a enzima seja dc in teres sc na Riologia 
Molecular devido a sua elevada atividade, estabilidade 
e por estar presente em grande quantidade em materia 
organic a, e necessaria uma serie de cu id ados vis an do 
inativar ou dcstruir a mesma cm laboratories que mani- 
pulam acido nuclcico, principalmente RNA (Fig. 4,2), 

DNase I 

Purificada de pancreas bovino, a DNase T e uma 
nuclease que degrad a a fita dupla de DNA agindo 
como uma exonuclease (uma enzima que diva a poli¬ 
te fosfodiester em uma sequencia polinucleotidica). 
Amostras de RNA que posteriormente serao utiliza- 
das para a sintese de cDNA sao tratadas com essa cn- 


zima para que residues de DNA sejam removidos da 
amostra e, port an to, nao inter lira in na amplifica^ao 
de sequencias de nucleotideos por PCR (reaqao em 
cadeia pci a polimerase), 

EDTA 

& 

(Acido Etilenodiaminotctracctico) 

Devido a sua a^ao quelante, o EDTA no r malm eli¬ 
te encontra-se associado aos metodos de obten^ao de 
acidos nucleicos removendo a present a dc ions meta¬ 
licos (Mg" 2 , Ca t2 ), principalmente aquclcs utilizados 
por enzimas que possam degradar o acido nuclcico, tal 
como as DN ascs. 

O cloreto de inagnesio (MgCl 2 ) tambem pode ser 
empregado, contudo estudos sobre o efeito dcste sal e 
do EDTA na extra^ao dc DNA mostraram que altas 
concentrates dc Mg Cl, provo cam a dcgrada<;ao do 
DNA. Mas quando o EDTA foi empregado cste efeito 
diminui, Isto mostra que o EDTA cum forte quelan- 
te de tons magues io exercendo importante prote^ao a 
molecula de DNA (Lahiri e Schnabel, 1983). 

0 EDTA tambem pro move uma a^ao direr a sobre 
a parede das bacterias gram-negativas, Nessas circuns- 
tancias, elas sao inicialrnente tratadas com o EDTA 
que enfraquece as I'tga^oes ion teas da membrana ex¬ 
terna, e assim produzem lesoes, favorecendo o acesso a 
camada de peptideoglicano pela lisozima, 

Glicose 

Em alguns protocolos dc obtenpao dc acido nuclcico 
provenientes dc bacterias a glicosc c utilizada no proccs- 
so de lise celular. Este procedi me nto e frequentemente 
utilizado no protocolo padrao de minipreparafao para 
obtenpao de plasmideos presenter em bacterias. 

At raves da diferen^a do aumento da permeabili- 
dade da membrana promovido pelo EDTA ocorre en- 
trada de glicose e na sequencia as molecuias de a^iicar 
do meio ex ter no movem-se rapidamente para dentro, 
promovendo o inchaqo celular. Este processo auxilia 
o rompimento celular (lise osmotica) permitindo por- 
tanto, a extra^ao do acido nuclcico, 

Agentes Acidos e Basicos 

As reaches que ocorrem durante a hidrolise acid a de 
proteinas sao muito complexas. Elas sao infiuenciadas 
pela natureza e composi^ao das proteinas, pela presenpa 
de impurezas e por oxigenio. 
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0 acido perdorico tem .side empregado na obten^ao 
de amostras de acido nucleico de vegetais. Devido a extre¬ 
ma diminui^ao do pH que ocorre com a adi^ao de acido 
perdorico, algumas protein as desnaturam e precipitam 
(Vblkin e Cohn, 1983), 

O me to do de akaliniza^ao e muito utilizado na ex- 
traqao de protefnas de bacterias gram-negativas. Alem 
disso, o pH elevado pode inativar algumas proteases e 
alguns microrganismos de grande importancia na enge- 
nharia genetic a, O NaOTT rompe as pontes de hidroge- 
nio entre as bases nitrogen adas, pro move ndo a 1 in ear i- 
za^ao c separate das fit as de DNA. 

Deve-se tomar cuidado com a alcalinizafao da solu- 
^ao se o objetivo for a extra^ao de RNA, vis to que esse e 
altamente suscetfvel a hidrdlise catalisada por base (Fig. 
4.3). A desprotoniza^ao do grupo 2’-Oil provocada pel a 
base fadlita o ataque nucleofflico ao atonic de fosforo ad- 
jacente, quebrando a estrutura da molecula de RNA. O 
nucleotideo 2’,3^ciclico resultante e bid rolls ado, forman- 
do dois compostos: 2-nucleotideo e 3-nucleotideo. Como 
a molecula dc DNA nao possui o grupo 2-OH, cla apre- 
senta maior cstabilidadc diantc das solu^ocs alcalinas. 

Deve-se tomar cuidado com a utilizaqao dc reagentes 
acidos ou alcalinos, pois condones extremes de pH podem 
levar a de&natura^ao das moleculas de DNA e RNA. 

Purificafao da Amostra 

Apos a lisc celular e liber a^ao do acido nucleico, o 
passo seguinte consiste em isolar o acido nucleico dos re- 
si duos celulares e. das protein as. Nessa etapa, emprega-se 


uma serie dc reagentes que visam precipitar as protefnas 
e os restos celulares. Dentre os reagentes empregados es- 
tao, solventes organ icos (fenol e cloroformic), c sais (clo- 
re to de sodio, acetato de sodio e cloreto de amdmo). 

Solventes Organicos 

Fenol 

O rnetodo mats cornu men te usado para desprotei- 
nizar o DNA c a extra^ao com fenol, o qual desnatura 
protefnas cficicntcmcntc c, provavclmcntc, dissolve a 
protefna desnaturada. Os produtos de oxidaqao do fe¬ 
nd podem danificar os acidos nuclcicos c somente fenol 
redestilado deve ser usado para a completa desproteini- 
zai;ao. A extraqao pode ser repetida ate que prccipitados 
sem protefnas se encontrem na interfase aquosa/organi- 
ca. Na figura 4.4 segue um esquema da desnatura^ao de 
protefnas por solvente organico. 

Clorojormio eAlcoolhoannlico 

A purifica^ao com fenol e seguida de extra^ao com fe- 
nol/clorofortnio, Fssa mistura reduz aquantidade de solu- 
^ao aquosa retida na fase organica (comparando com a fase 
de fenol puro), aumentando o rendimento do produto final, 
visto que a quantidade de acido nucleico re tide na fase or¬ 
ganic a sera mcnor, pois clc csta dissolvido na fase aquosa. 

Na extrapao com fenol, se o pTI da soluqao for 4,0, 
o RNA permanece na fase aquosa, enquanto o DNA 
fica retido na fase organica. Sc o objetivo e a extraqao do 
DNA, o pH deve ser igual ou superior a 8,0, para ga= 



Figura 4.2 - A^ao da RNase sobre a molecula de RNA. Os residues de histidina (1 lis) agem como catalis adores acidos e basieos (His 12 
e His 119) que hidrolizam a molecula de 
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rantir a “pureza” do DNA ? pois em meio basico o cor re a 
hidrolise da molecula de RNA, itiativando-o. 

O alcool isoamilico previne uma forma^ao espu¬ 
rn ante da mistura apos o uso de vortiee e auxilia na se¬ 
parate das fases aquosa e organica (Marmur, 1961). A 
protein a desnaturada forma uma camada na in ter fas e 
entre as fases aquosa e organic a, e e assim isolada do 
volume do DNA na fase aquosa* Esse pro cedi men to e 
rdpi do e economico* 

Emprego de Sais 

A solubilidade de uma prote in a e afetada por diferen- 
tes con cent ra^oes de sais, na maioria das protein a decres- 
ce com o aumento da concentra^ao de sais* Esse efeito 
e chamado de precipita^ao salina (salting out) e e rnuito 


utilizado em metodos de separate de protein as e na pu- 
rifica^ao de amostras de acidos nucleicos (Miller et al. T 
1988)* Esse fenomeno aparentemente rcsulta do excesso 
de ions nao ligados a proteina que competent com esta 
pelo solventc* A dimmui^ao dasolvata^ao e neutraliza^ao 
da for*; a rcpulsiva per mite a proteina agrcgar-sc c precipi- 
tar* Existem aigumas intera^oes entre pH e concentrate 
dc sal* Em pH ncutro, conccntragocs elevadas do sais sao 
necessarias para a extrapao de proteina s. 

O processo de precipitapo ocorre quando as protei- 
nas pass am a inter agir mais entre si do que com o sol- 
vente, que no easo e a agua. As conduces da solu^ao sao 
alteradas termodinamicamente, de forma a favoreeer as 
intera^oes entre as por^oes hidrofobicas das protemas 
e desfavoreccr as interacocs coni as moleculas dc agua. 



Figura4*3- Hidrolise da mol ecu hi dc RNA catalisada por base. A base provoca a dcs proton iza^ao do grupamento 2-OH, ocorrcndo 
o ataque nucleofilioo ao atomo dc fdsfbro adjacente. O nucleotideo 2 f ,3-ciclieo gcrado e hidrolisado, rcsultando em do is compostos: 
2 , -micleotideo e 3 - nucleotide o. 



Figura4.4 - Representa^ao esquematka da tnfera^ao entre solvents organ ico - proteina. 
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Visualizafao do Acido Nucleico 


Altas concentrator de sals pro move m a intera^ao en¬ 
tre as superficies hidrofobicas e o cor re a agrega^ao da 
forma proteica, separando-a da agua. Nestas altas con¬ 
cent ra^oes e ter mo din arnica me nte mais favoravel para a 
agua interagir com os ions livres na soiu^ao do que com 
as p rote mas, vis to que a entropia e maior neste ultimo 
caso. O estado energetic amen te mais favoravel e aquele 
em que as por^oes hidrofobicas das protein as estao inte- 
ragindo entre si por intera^oes de van derWaals. 

Os sais mais utilizados no processo de precipitaqao 
de protemas como descrito acima sac: acetato de sodio, 
acetato de amonio e cloreto de sodio. 

Os dois primeiros sao mais diffceis de remover em 
eta no) a 70%, pots sao mais soluveis do que o cloreto de 
sodio, O uso de acetato de amonio no lugar do acetato 
de sodio e utllizado prefe rend aim ente para a precipita¬ 
te* de molecula grandes de DNA. Assim, os oligonu¬ 
cleotide os men ores, de lit a simples ou dupia (me nor que 
30 pb), e os nucieotideos nao incorporados, us ados em 
rca^oes de modifica^oes de DNA, podem ser removidos 
das solu^oes de DNA por duas precipitates em etanol 
na presen^a de acetato de amonio, 

Precipitafao dos Acidos Nucleicos 

A precipitate do acido nucleico faz-se atraves do 
uso dc alcool, o qual diminui a solvata^ao das moleculas 
de agua ao re dor da fita de acido nucleico, pois tarn bem e 
capaz de fazer pontes de hidrogenio com as moleculas de 
agua fazendo com que a fita dc DNA ou RNA precipite, 
sen do possfvel desta forma isolar a molecula. 

O processo de precipitate utiliza inicialmente etanol 
(DNA) ou isopropanol (RNA) 100% seguida de lavagem 
corn etanol 70. A lavagem com etanol 70% permite que 
sais utilizados ao longo do processo de extras ao ainda 
presentes no precipitado (sais que acabem precipitando 
juntarnente com o acido nucleico), sejam removidos, pois 
eks se dissolvem nasolu^ao aquosa, Desta forma, a lava- 
gem do precipitado com etanol 70% permite urn produto 
mais puro. 

O etanol e o isopropanol sao os alcoois de escolha 
para a precipita^ao de DNA e RNA respectivamente, 
devido ao fato dc que os sais comum ente emprega- 
dos (acetado de sodio, cloreto de sodio, entre outros) 
durante as e tap as de extras ao e purifica^ao sao mais 
soluveis neste s. O isopropanol e men os volatil do que 
o etanol e requer mais tempo para sua evapora^ao. 
Alguns sais sao mais soluveis no isopropanol quando 
comparados com o etanol, podendo ser precipitados 
com o acido nucleico. 


Normalmente, os acidos nucleicos sao visualizados 
com cor an tes que inter calam ou que se ligam as bases. 
Os coran tes mais comumente empregados sao: o bro- 
meto de etfdio e SYBR™ green, 

Brometo de Ettdio 

O brometo de etfdio c um corante flu ore seen te que 
se intercala entre as bases empilhadas do DNA, resul- 
tando em aumento de flu ore scene! a. A irradiate a um 
comprimento de on da de 302 nm excita o corante dire- 
tamente, provocando a emissao da fluorescencia a 590 
nm. A radia^ao ultravioleta a 254 nm e absorvida pelo 
DNA e transferida ao corante, o qual emite uma luz 
vermelho-1 ara n j a d a. 

Quantidades pequenas (5 ng) de DNA podem ser 
visual izadas em gel de agarose con ten do brometo de 
etfdio, O RNA tambem pode ser visualizado com bro¬ 
meto de etfdio, mais em menor grau, 

SYBR™ green 

Outros corantes ja comercialmente disponfveis e que 
apresentam maior sensibilidade tambem estao sendo em- 
pregados na detect 0 direta do acido nucleico, entre eles 
temos o SYBR ™green (Molecular Probes, Eugene, OR, 
USA), um corante fluoresce nte que tambem se intercala 
na dupia lita de DNA, emitindo uma luz verde. Se ha 
aumento do niimero de litas de DNA, oeorre aumento da 
emissao de fluorescencia. Esse corante e utilizaclo princi- 
palmente na tecnicadePCR em tempo real, A preteren- 
cia pel a utiliza^ao do SYBR 1 M green e devido a elevada 
razao da fluorescencia emit! da quando esta internal ado 
em uma dupia fita de DNA em relate a fita simples 
quando comparado ao brometo de etidio. 

Nitrato de Praia 

A visualiza^ao de acido nucleico em gel de polia- 
crilamida e realizada principalImente pelo metodo de 
impregnate? do DNA por nitrato de prat a. Logo apbs 
a corrida eletroforetica, o gel e fix ado com uma soluto 
de etanol e acido acetico, para impedir a elui^ao das 
amostras (forma^ao de borroes no gel). Em seguida, 
o gel e colocado por alguns minutos em uma solu^ao 
de nitrato de prata. Este compos to escurece quando 
oxtdado, o que e feito passando o gel para uma so- 
lut° conte ndo hidroxido de sodio e for maid efdo. A 
colora^ao por prata e de mais facil visualiza^ao do que 
a fornecida pelo brometo de etfdio, alem de ser mais 
s eg ura, con side ran do o fato de que este e alt am ente 
carcinogen ico. 
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Considera^oes Finais 

Atualmente existem varies kits comerciais disponi- 
veis para a obten^ao tie acidos nudeicos que sao fre- 
quentemente empregados nos laboratories tie Biologia 
Molecular. Algirns reagentes descritos neste capitulo 
fazem parte das solu^oes que acompanham esses kite 
comerciais. Ida tarn hem kits que sao acompanhados 
por colunas que contem membranas nas qua is os acidos 
nucleicos beam retidos, permitindo que sejam melhor 
pu rific ados. 
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Introdu^ao 

A eletroforese c uma das fccnicas mais empregadas 
atualmcntc na area das cicncias biologicas c da saude 
para a separa^ao e IdentihcaQo de compostos de inte- 
resse bioldgico. O termo eletroforese possui, na verdade, 
um significado muito mais ample do que uma tecniea de 
separa^ao c caractcriza^ao de sub stand as. A etimologia 
rcvcla que “eletroforese” c uma palavra composta pela 
combinaq&o de um termo de origem grega = electro — 
que se refere a cargas eletricas, com um termo de origem 
latina — phoresis — que denota a a^ao de carregaq levar. 
Ou seja, a eletroforese rcferc-sc a cargas elctricas car- 
re gadas, no case, por um campo eletrico. Dcssa forma, 
podemos definir a eletroforese como a migrafdo de cargas 
ele trie as an solugdo na present a de uni campo eletrico. 

Uma serie de fenomenos ohservados nos sistemas 
bioldgicos, como o transports de ions atraves da mem¬ 
brane celuiar, e tambem eletroforetica. Nesse caso, a pre- 
senqa de um potencial de membrana implica a existencia 
de um campo eletrico atraves da membrana plasmatica, 
em que o citoplasma e negativo em rela^ao ao meio 
extracelular, direcionando a entrada de cations para o 
interior da celula, e a saida de anions atraves de eanais 
proteicos na membrana. 

Da definif ao de eletroforese, vemos que ha pelo me- 
nos dors requisites para que possa scr empregada como 
tecniea de separate; as substancias a scr cm separadas de- 
vem apresentar cargas e um campo eletrico deve ser apli- 
cado a solupao em que as substancias estao presentes. 

Separa^ao Eletroforetica de Acidos 
Nucleicos e Proteinas 

Os acidos nucleicos c as proteinas constituent dois 
poll micros biologicos chavc no mccanismo cclulan Ess as 
substancias, devido ao fato de apresentarem cargas ele- 


tricas, podem, porta nto, sofrer o processo de eletrofore¬ 
se, possibilitando sua separaqao c caractcriza^.ao. 

Na verdade, a separa^ao eletroforetica o cor re prin- 
cipaimente com base em duas propriedades: a carga 
eletrica das substancias e seu peso molecular, Isso por- 
que essas propriedades determinant a velocidade com 
que as substancias migram no campo clctrico. Vcj am os 
como a carga e o t am an ho podem influenciar a migra- 
$ao eletroforetica. 

Quanto mais intensa for a carga da substancia, 
maior sera sua atraqao pclo polo dc sinal oposto, Sen- 
do as$im, por exemplo, uma substancia com carga 2+ 
migrara mais lentamente cm direeao ao polo negativo 
do que uma sub stand a de mesmo t am an bo com carga 
4+. Alcm disso, substancias com cargas de sinal oposto 
migram em diredoes opostas, Ja quanto maior tor o peso 
molecular, me nor sera a velocidade de inigraqao, isso 
porque a substancia sot re um atrito maior com o meio 
por onde esta migrando. 

Os acidos nucleicos apresentam cargas devido a 
presen^a dc grupos fosfato nas liga^oes fosfodiestcr que 
unem os nucleotide os entre si (Fig. 5.1). Dessa forma, 
os acidos nucleicos apresentam cargas negativas. Na clc- 
troforese, os acidos nucleicos sao, portanto, atraidos pelo 
polo positive, migrando cm sua direeao* 

Devido a estrutura polimerica repetitiva dos acidos 
nucleicos (fosfato, agucar, base nitrogenada), a razao en¬ 
tre o numero de cargas negativas presentes em um ad do 
nucleico e seu peso molecular (em unidades de inassa 
atomica - u,m,a.) e p rati cam ente cons tan tc. Por exem¬ 
plo, analisando a figura 5.1, a cad a par de nucleotide os 
pareados temos: 

- D uas cargas negativas; 

— Dois grupamentos fosfato (190 u.m.ai); 
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- Duas desoxirriboses (83 u*m*a*); 

— U m par dc bases A- T (258 u*m * a.) ou C-G (260 u* m. a,); 
fornece uma proporgao de aproximadamente 266 
u.m.a. por carga negativa, que independe do tama- 
nho do acido nucleico ou da sua sequencia de nu- 
cleotideos. Ou seja, a atragao relativa ern diregao ao 
polo positive e a mestna, nao importa qual seja o 
tamanho do acido nucleico* Dess a forma, os acidos 
nuclei cos nao sao se parados por eletroforese com 
base na sua carga total, mas somente com base em 
sen tamanho. 

Ja as protein as constituent uma situagao mais com- 
plexa* As protdnas sao po [micros dc amino acidos c, 
nesse caso, os aminoacidos que constituent uma pro¬ 
tein a induem decisivamente na carga da proteina. Al- 
guns aminoacidos apresentam grupos que podern estar 
car regad os positiva (por exemplo, a lisina, com o grupo 
-NH/) ou negativamente (por cxemplo, o acido aspar- 
tico, com o grupo -COO )* 

Scndo assim, dependendo cia proporgao entre ami¬ 
noacidos carrcgados positiva ou negativamente, as pro¬ 
tein as podem ter eargas totais positivas ou negativas. No 
case de uma proteina com carga total positiva, ela ira 
migrar em diregao ao polo negative, o eontrario ocor- 
rendo com uma proteina carregada negativamente. 

0 pH da solugao influi tambem nas eargas dc uma 
proteina (Fig* 5.2)* Um pH muito baixo podc protonar 
grupos -COO', diminumdo as eargas negativas da pro¬ 
teina. Da mesma forma, um pH muito alto pode des- 
protonar grupos -NH..% diminuindo as eargas positivas 
da proteina. Dess a forma, dependendo do pH do rneio, 
uma mesma proteina pode ora migrar cm diregao ao 



Figura.5.1 — Representag&n esqiiematica da estrutura de um acido 
nucleico (DNA), 


polo positivo ora ao negative, ou ate tries mo nao migrar 
em diregao a polo nenhum. 

To das as protcinas apresentam, cm um dado pH 
(caracteristico de cada proteina), um numero de grupos 
carrcgados positivamente (-NH^) igual ao numero de 
grupos carrcgados negativamente (COO ): o chamado 
panto isoeletrico — pL No seu ponto isoeletrico, a proteina 
nao apresenta uma carga total e, portanto, nao c atraf- 
da em diregao a nenhum dos polos eletricos, nao sendo 
possiVel realizar a eletroforese. Contudo, para separar 
uma mistura de proteinas, existem tecnicas eletrofore- 
ticas que se valem da existencia de ponto s iso eletricos, 
como a focalizagao isoeletrica (ver de tables no Capftulo 
24) e a contmimunoeletrojorese . Por outro lado, existem 
pracedimentos que fazem com que a proteina adquira 
uma carga negativa homo gene a, independentemente da 
sua sequcncia de aminoacidos, como c o caso da tecnica 
dc Eletroforese cm Gel dc Poliacrilamida com Sulfa- 
to de Sodio Dodeeila (PAGE-SDS), que discutiremos 
adiantc* 



Figura 5*2 - Efcito do pH sobre a migragSo elctroforctica dc 
proteinas. (A) Ein pF l baixo (rneio acido), as proteinas tem carga 
total positiva, sendo arnu'das em diregao ao polo negative. (li) Em 
pH e leva do (meio bisieo), as proteinas tem carga total negativa, 
sendo atraidas em diregao ao polo positivo. (C) Em pH igual a seu 
ponto isoeletrico (pi), uma proteina nao tent carga total (o numero 
de eargas positivas e igual ao de eargas negativas) e assim nao migra 
no campo eletrico. 
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Tecnica de Eletroforese para a 
Separacao de Protemas e Acidos 
Nucleicos 

O prime! ro protocol o para a separacao de protein as 
por eletroforese foi desenvolvido por Arne Tiselius, em 
1937, o que Ihe valeu o premio Nobel em 1948. Tiselius 
utilizava um tubo em U,preenchido com solugao eletro¬ 
ll tica^ cm cujos bocais cram colocados clctrodos ligados 
a uma fonte dc ten sac eletrica contmua, Em um dado 
ponto do tubo era aplicado um ccrto volume de soro hu- 
mano c, com a fonte dc tensao ligada, observava-se uma 
separacao cm l£ blocos" dc protemas que-, no entanto, por 
vezes apresentavam rcgiocs dc sob repo sigao, Apcsar dc 
requerer grandes volumes dc amostra c a separacao nao 
scr perfeita, a tecnica dc Tiselius foi um grande avango 
c possibilitou o dcscnvolvimcnto das tccnicas eletrofo- 
rcticas atuais. 

Atualmente, as tecnicas mais empregadas de ele~ 
troforese sao realizadas em suportes, e nao em solugoes 
li livres”. O uso de suportes impede movimentos de. com- 
veegao do liquido por aquecimento, decorrente da aplb 
cagao de tensao eletrica, betn como de outras fontes de 
perturb agao mecanica que possam prejudicar a separa- 
gao das substancias. 

A eletroforese em suportes e co n bed da como ele¬ 
troforese em zona, porque a separacao da amostra e bas- 
tante eficiente, deli mit and o, no suporte, band as - zo¬ 
na s - de cad a fragao da mistura de protemas, ou acidos 
nucleicos. Dentre outras vantagens esta o emprego de 
pequenas quantidades de amostra (poucos microlitros}, 
permitindo assim que um mesmo suporte possa scr uti¬ 
lizado para a separacao dc varias amostras ao mesmo 
tempo (Fig. 5.3). 

No entanto, essas band as nao sao visfveis a ollio nu 
c precis am scr coradas com um agentc revel ador, No 
caso de protemas, existem corantes especificos, como o 
Coomassie Rrillant Blue e o vermdbo de Ponceau* Ja no 
caso dos acidos nucleicos, o corante mais utilizado e o 
brometo de etfdio, que se internal a entre os pares de ba¬ 
ses nitrogenadas, devido a sua estrutura planar, emitindo 
fluorescenda sob luz ultra viol eta* Note-se que o brometo 
de etfdio deve ser manuseado com extremo cuidado, por 
ser cancerfgeno. Outro corante para acidos nucleicos e o 
SYBR 1M green. A impreginagao por prata tambem pode 
ser utilizada para revelar tanto protein as quanto acidos 
nucleicos* A coloragao com sals de prata para protein as 
tern sido bast ante empregada em tecnicas de eletroforese 
bidime ns ional (ver det allies no Capitulo 24), pois per mite 
a deteegao de quantidades muito pequenas de protemas. 


Ess a tecnica baseia-se na complexagao de fotis prata por 
residuos de amino acidos, como a cisterns* Os ions prata 
sao reduzidos a prata metalica, que precipita, portanto, 
nas regioes do gel que content protemas. 

Suportes Empregados na Eletroforese 

Existent dois tipos basicos de suporte para eletrofore¬ 
se: os suportes de papd e derivados,e os suportes de gel. 

O representante mats comum dos suportes dc pape! 
e derivados e a fita de acetato de celulose. Macromole- 
culas como protein as e acidos nucleicos nao interagem 
muito com esse tipo de material, fazendo com que a 
friegao que experimentam com o mcio sejapequena, de¬ 
vido a present a de poros muito grande s nesse material* 
Com i sso, as sub stand as sao principalmente separadas 
com base na intensidade das suas cargas. 

Esse si stem a e us ado em laboratories de analises 
clinic as para a separacao dc protemas, que apresentam 
cargas diferentes. Por exemplo, c bast ante utilizado para 
a separate das fragoes das protcinas scricas e para a 
caracterizagao de hemoglobin as variantes, como as he- 
moglobinas S e C. Apesar de nao promover uma sepa- 
ragac tao boa quanto a eletroforese cm gel, o acetato 
dc cclulosc c uma altcmativa bastantc economica, por 
scr um material inocuo, rclativamcntc barato, no qual 
as bandas podem ser facil e rapidamente Cora das. No 
entanto, o acetato de celulose nao pode ser empregada 
para a separagao de acidos nucleicos, uma vez que to dos 
clcs apresentam a mesma densidade dc carga negativa, 
sendo igualmcntc atrafdos cm diregao ao polo positive. 
Por cm, nao conscguem scr separados com base cm scus 
tarnanhos, uma vez que, como vimos, esse suporte nao 
pro move esse tipo de separagao. 

Os suportes dc gel, por sua vez, sao dc escolha para a 
separagao de acidos nucleicos c para a caracterizagao do 
peso molecular de protcinas. Os dois tipos de gel mais em¬ 
pregados sao os de agarose — um polissacarideo de origem 
vegetal — e os de poliacrilamida — gerado pela re agio de 
polimerizagao da acrilaniida com a metileno-bis-acrilami- 
da. Esses geis sao constituidos por uma trama de polimcro 
que aprisiona a solugao eletrolitica na qual a eletroforese 
se desenvolve. Dessa forma, a friegao das macro moleculas 
com o suporte de gel e muito maior do que nos suportes de 
papd, fazendo com que o tarn an ho da molecula induencie 
de forma preponder ante na sua migragao eletroforctica. Na 
elctrolbrese em gel, portanto, os acidos nucleicos sao sepa¬ 
rados com base em sen tamanho,ja que, como discutimos 
acima, essas macro moleculas apresentam a mesma densi¬ 
dade de carga negativa. 
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Figura 5.3 - Representative esquematica da separable eletrofore- 
tica de acidos nucleic as cm gel (eletroforese em zona) - como sao 
moleculas negativas, os acidos nucleicos sao at raid os em dire 9110 
ao polo positive. No gel representado acima. existem quatro po^os, 
itumcrados de 1 a 4, ondc sao aplicadas as amostras: 1. some rite utn 
tipo de molecuia foi aplieado; 2 + somente urn tipo de molecuia foi. 
aplkado de tamanho molecular maior do quo aquela em 1; 3. mis- 
nira das moleculas 1 c 2 foi aplicada no P 090 e separada no gel; 4. 
uma mis tufa de moldcuias com peso eonhecido foi aplicada (padr&o 
de peso molecular), 


cia amostra descorthecida, pode-se estimar seu peso mo¬ 
le ail a r (Fig. 5*3)* 

Existem prepara0cs comcrciais dc padrocs dc 
peso molecular dc tamanhos bem deter min ados* No 
caso dc padrocs para acidos nucleicos, por exemplo, 
existem misturas de fragment os de DNA que diferem 
de 100 pares de base (pb) entre si. Existem padroes 
adequados para cad a tipo de separapao que se deseja 
realizar. Alter nativame nte a esses produtos comerciais, 
podem-se utilizar fragmentos de digestao com enzimas 
dc rcstri^ao dc ccrtos genomas bem eonhecidos, como 
plasmideos. Dados sobre tamanhos dos fragmentos de 
digestao de divers as moleculas dc DNA com diferentes 
enzimas dc restrfoao podem ser facilmcntc cncontra- 
dos na 1 iterator a especial izada* 

Fatores que Influenciam a Scparaf&o 
Eletroforetica 

Qualquer fator que suscite a atra^ao das substancias 
pelos polos do campo eletrico, ou a fric^ao das moleculas 
com o suporte, influenciari a migrapao e a separapao ele¬ 
troforetica. Vejamos qiuiis sac os fatores mais comuns. 


Por outro lado, a eletroforese em gel dc proteinas 
promovc a separaqao com base na carga c peso molecular 
das- pmtemas. Mas, se as protein as sao tratadas com um 
detergente aninnico chamado sulfato de sodio dodecila 
(SDS), essas adquirem uma carga negativa homogene a, 
dccorrcntc da adsorqao do deter genre. Normalmente, as 
protemas tratadas com esse deterge nte sao separadas cm 
gel dc poliacrilamida, cm eletroforese conhecida como 
PAGE-SDS (Eletroforese cm Gel dc Poliacrilamida 
com Sulfato de Sodio Dodecila do ingles s odium dodecyi- 
ttdfate polyacrilamide gel electrophoresis). Dessa forma, as 
protemas ficam todas com a mesma densidade de cargas 
negativas, tendcndo a migrar cm dire^ao ao polo positi- 
vo. Ncssc caso, o unico fator que influenda a velocidade 
dc migrate ao eletroforetica c a fric<;ao com o mcio. Ou 
seja, as protein as sao separadas com base cm scus ta¬ 
manhos, sendo que as protemas menores migram mais 
rap i do do que as main res, o que per mite deter minar o 
peso molecular de cada proteina presente na amostra. 

O peso molecular, tanto das protemas tratadas com 
SDS quanto dos acidos nucleicos, pode ser determinado 
por cornpara^ao. No mesmo gel e aplicada, em paralelo, 
uma amostra com uma mistura de acidos nucleicos, 011 
protemas, com pesos mo lead ares conbecidos - o cha¬ 
mado padrm de peso molecular. Sabendo-se qual o peso 
de cada um dos comp one ntes do padrao e comparando- 
-se a posiqao de cada um deles com a posiqao de corrida 


pH 

O pH do mcio, por influcnciar no estado dc ioni- 
za^ao dos aminoacidos, afeta decisivamente a migrate 
eletroforetica dc protein as. Por isso, o pH do tampao * 

de corrida deve scr arid ados ame nte selecionado de for¬ 
ma a satis fazer as ncccssidades da separaqao que sc al- 
meja. Por exemplo, o pi I de trabalho para a separa^ao 
das protetnas do soro (pll 8,6) em acetato de celulose 
e ajustado de forma que a album!na, proteina em maior 
quantidade no soro, apreselite a maior carga negativa e, 
port an to, a maior migra^ao eletroforetica em dire ^ao ao 
polo positive*. 

Conforma^o Tridimensional 

A propria forma da macro molecuia, alem do seu 
peso molecular, pode afetar a migra^ao eletroforetica, 
principalmente em gels. Moleculas filamentosas sofrem 
mais atrito com a rede de polimeros do que moleculas de 
mesmo tamanho e carga, mas com forma esferica* Um 
exemplo cl arc desse tipo de diferen^a pode ser encon- 
trado na eletroforese em gel de plasmfdeos (pequenas 
moleculas de DNA circular). Uma amostra pur a de um 
dado plasm ideo pode apresentar tres bandas separadas se 
submetida a eletroforese: as bandas de maior migragao 
correspondem a formas do plasmideo enoveladas apro- 
ximadamente esfericas {supercoil - super enoveladas), en- 
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quanto as ban das de tnenor mi gratae correspondent as 
formas es ten did as (filamentosas) do plasmideo: a forma 
circular e a forma linear (aberta). 

Devido a diversidade de estruturas terciarias, a mi¬ 
grate eletroforetica das p rote mas cm sua forma natt- 
va e dependente da con form a^ao espacial dessas ma¬ 
cro molecul as tambem, alem de seu peso molecular, o 
que pode implicar que proteinas de mesmo tamanho 
tenham migrate es eletroforetica s dife rentes, caso uma 
seja globular e a outra filamentosa, da mesma forma que 
os plasmideos discutidos acima. Dessa forma, muitos 
protocoled de eletroforese envoivem condi^oes desna™ 
turantes, utilizando, por cxcmplo, 2-mercaptoetanol 
(que reduz pontes dc dissulfcto) ou urcia. O SDS cm- 
pregado cm eletroforese dc protein a cm gel dc polia- 
crilamida tambem e um agente desnaturante, que faz 
com que as proteinas, independentemente da sequencia 
dc aminoacidoSj adquiram um formato scmclhantc. Ve- 
jamos como o SDS c a urcia podem scr utilizados na 

SDS-PAGE. 

Os gels de poliacrilamida requerem um sistema 
tampao capaz de dissociar as proteinas em subunidades 
po 1 i peptidicas i n d ividu a i s. O mais comum agente dis so¬ 
cialite usado c o SDS, A mistura dc proteinas c desnatu- 
rada por mcio do aquccimcnto a 100°C na present a dc 
cxccsso dc SDS c um rcagente tiol que diva as pontes dc 
dissulfeto (usualmente 2-mercaptoetanol ou ditiotrei- 
tol). Sob essas con didoes, a maioria dos polipeptideos 
liga-sc ao SDS cm uma taxa dc peso constantc (1,4 g dc 
SDS por grama dc polipeptidco). A carga intrinscca dos 
polipeptideos torna-sc i n sign ific ante quando comparada 
as cargas negativas promovidas atraves da ligaqao com o 
detergente. Assim, os complexes SDS-polipeptideo tem 
essencialmente densidades de cargas identic as e migram 
no gel de poliacrilamida de acordo com o tamanho do 
polipeptideo, como discutimos acima. 

A urcia c outro agente desnaturante, pois age rom- 
pendo as pontes de hidrogenio. Alt as concentrates de 
u re i a sao ne cess arias (-8 M), bem como a present a de 
um reagente tiol, para completar a desnatura^ao das pro¬ 
tein as. A ureia deve estar presente durante a separa^ao 
eletroforetica para man ter o estado de desnatura^ao. 

A vantagem da ureia e que, para algumas aplicafoes, 
esta nao afeta a carga intrinseca das proteinas e assim a 
separa^ao dos polipeptideos constituintes esta relacionada 
tan to ao tamanho quanto a carga, em contraste com o uso 
do SDS.Uma desvantagem e que esta combina^ao do f ra- 
cionamento do tamanho e carga impede a de terminal ao 
precisa do peso molecular. Alem disso, a ureia nao e tao 
eficiente em dissociar as proteinas quanto o SDS. Nesse 


sentido,SO% ou mais da mistura do complexo dc protefna 
dissociado com ureia podera ter dificuldade de entrar e de 
separar-se eficientemente no gel. Por outro lado, a disso¬ 
ciate realizada por SDS per mite uma eficiencia de 90% 
de entrada e separa^ao no geL Contudo, em alguns casos e 
necessaria tan to a presen^a do SDS quanto da ureia como 
agentes desnatur antes. 

Atrito Oferecido pelo Gel 

Um fator que muitas vezes e deli her adamente ma- 
nipulado pelo experiment ador e a concentrate do gel 
empregado, no caso do gel de agarose, ou a proporqao 
elitre os mondmeros formadores do gel, no caso do gel 
de poliacrilamida. Se um gel e feito mais con ccn trade 
(agarose), ou se o polimero formado tem por os menores 
(poliacrilamida), maior sera o atrito que as especies car- 
regadas sofrern com o suporte. 

No entanto, a rela^ao entre o atrito oferecido pelo 
gel e o tamanho da molecula nao e linear. Por exemplo, 
dobrando-se a concentrate de um gel, uma dada mo¬ 
lecula pode ter sua vefocidade de migra^ao eletrofore¬ 
tica diminufda, di games, pela metade. Ja uma molecula 
com o dobro do seu tamanho pode ter sua mi gratae 
diminufda, por exemplo, para Yi* da migra^ao original. 

Esses cxcmplos sao um, tan to extremes, mas il us tram 
uma propriedade importantc dos gels; quanto maior a 
fric^ao oferecida pelo gel - seja por uma coneentraqao 
maior do polimero, seja por uma diminui^ao do ta¬ 
manho dos poros, maior a eficiencia de separate das 
band as, isto e, maior a resolugdo do gel. No entanto, se a 
concentraqao do gel for muito grande, ou o tamanho dos 
poros for muito pequeno, a separaqao das band as pode 
nem cliegar a ocorrer, uma vez que a migra^ao eletrofo¬ 
retica fica praticamente bloqneada. Dessa forma, parte 
do trabalho de padroniza^ao de uma eletroforese consis- 
te em ajustar a concentrafao ou a porosidade do gel, de 
forma a permitir uma corrida eletroforetica satisfatdria, 
com uma boa resol u^ao das bandas e em um intervalo 
de tempo adequado. 

Elctroendosmose 

Outro fator que deve ser considerado, p rind pal - 
mente na eletroforese em gel, e o fendmeno da eletro¬ 
endosmose. A eletroendosmose, ou eletrosmose, cor res - 
ponde a um fiuxo de cargas positivas (como ions TI + e 
outros cations presentes no tampao de prepare do gel) 
que carrega consign moleculas de agua em dire^ao ao 
polo negativo. Sua origem se deve ao fato de que alguns 
sup ones podem center cargas negativas em sua estru- 
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tura, que sao at rat das cm diregao ao polo positive. Mas, 
como essas cargas estao imobitizadas, seu fluxo que de- 
veria ocorrer cm diregao ao polo positive e compensado 
pelo fluxo equivalente de cargas positives na solugao cm 
diregao ao polo negativo, o que cor responds ao fluxo ele¬ 
trosmotico citado acima. 

Por conseguinte, a eletroendosmose pode dificultar 
a mi gratae elctroforctica dc macro mole cul as cm diregao 
ao polo positive, j a que corrcsponde aum fluxo dc solu¬ 
gao no sentido contrario ao fluxo eletroforetico. Alcm dc 
interferir na migragao, a eletroendosmose pode disper- 
sar as fre rites de niigragao das macro moleculas, gerando 
bandas mais largas e, por tan to, diminuindo a resolugao 
do gel. Apesar desses problem as, existem tecnicas que se 
utilizam do fluxo eletrosmotico para a identificagao de 
certas sub stand as, como a eletroforese capilar (empregada 
para a separagao dc substand as relativamcntc men ores 
do que protemas e acidos nuclcicos) c a contra- ini unoele- 
troforese (cm que o pH do tampao do gel corrcsponde ao 
pi das imunoglobulinas, que sao aplicadas junto ao polo 
positive e carre gad as pelo fluxo eletrosmotico em dire¬ 
gao a urn dado antigeno que, carregado negativamente, 
migra no sentido contrario). 


Eletroforese em Gel de Agarose 

A agarose c um polissacarideo purificado a par- 
fir dc algas vcrmclhas. Quando aquecida cm solugao 
aquosa, acima dc 60°C, a agarose c solubilizada e, com 
o resfriamento da solugao, adquirc um aspccto gcla- 
tinoso decorrente da formagao de duplas helices do 
polissacarideo, que se agregam em fllamentos relativa- 
mente grossos (Fig* 5.4). O tam an ho do poro do gel de 


agarose pode ser regulado pel a proporgao de agarose 
na solugao. 

A agarose, na sua forma nativa, apresenta um grau 
apreciave! de eletroendosmose, devido a presenga de 
residues de acido sulfonico (grupos -SO.,-). Contudo, 
atual me n te, com o avan 90 teen ol oglcoas di ve rsas p re - 
par390es comerciais fem a grau de eletroendosmose di- 
minuido com procedimentos que reduzem o mimero de 
grupos polares restantes no polimero. 

Os gels de agarose nao sao muito utilizados nos labo¬ 
ratories de pesquisa para a separagao de protemas. Para 
essas sub stan ci as, utilizam-se geis de agarose cb am ados 
ndo restritivoSf cuja con cent rag to de agarose e relativa- 
mente pequena, Normalmente,os geis nao restritivos sao 
preparados com proporgbes de agarose entre 0,6% e 1% 
(m/v), cujos diametros de poro estao entre 500 nm e 150 
nm, respect ivamente. Esses geis sao mais empregados em 
analises clfmcas, para a separagao de protemas sericas ou 
em diversas tecnicas de imunoeletroforese. 

Os geis de agarose restritivos (propon:ao de agarose 
> 1%) apresentam urn grande poder de resolugao* Porem, 
nao sao uteis para a separagao de protein as, por serem 
muito densos e apresentarem um grau de eletroendos- 
mose que dificulta bast ante a migragao eletroforetica des- 
sas moleculas. No entanto, e o metodo de es colli a para 
a separagao de acidos nucleicos cujos tamanhos diferem 
por mais de alguns poucos nucleotideos, principal men te 
fragmentos de digestao com enzimas de rcstrigao, por 
permitirem uma separagao rapida c cficicnte. Na tabela 
5.1 tcm-sc as concentrates de agarose apropriadas para 
a separagao dc fragmentos dc acidos nuclcicos dc di versos 
tamanhos. 



Figura 5.4 - Estrutura quimiea da agarose e dos polimeros durante a formagao do gel. 
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Geis de Agarose Desnaturantes 

Gel de Agarose Alcalino 

Este gel e empregtdo para separar DNA de fita 
simples dc longa extensao, como os gcrados por mcro 
de ensaio de proteqao a nuclease SI, ou durante a pre- 
para^ao de bibliotecas de cDNA* 

Gel de Agarose Desnaturante Formaldeido 

Esrc gel promovc um sistema de clctroforcsc usado 
para o fracionamento de RXA com base no tamanho da 
molecula. 


Eletroforese em Gel de Poliacrilamida 

O gel dc poliacrilamida resulta da polimeriza^ao dos 
monomer os de acrilamida dentro de cadeias longa s e da 
sualigaqao cruzada at raves de componentes bifiindonais, 
tais como N,N B -metileno bis acrilamida (usualmente 
abreviado como hi sac ri lam Ida, reagindo com os grupos 
funcionais no termino da cadeia), como mostra a figura 
5.5. O tamanho efetivo do poro ? brilho, desvio de luz c 
propricdadcs dc dilata^ao do gel dc poliacrilamida va- 
riam de acordo com a propor^ao das liga^oes cmzadas 
entre os monomeros de acrilamida e bis acrilamida. 


Tabela5.1 — Concentra^ao dos geis de agarose para a separate de moleculas de DNA lineares. 


Concentra^ao de 
agarose (%) 

Tamanho do fragmento de DNA 

0,3 

5 - 50 kb* 

0,6 

1 - 23 kb 

0,8 

800 pb - 10 kb 

1,0 

400 pb - 8 kb 

U 

300 pb - 7 kb 

1,5 

200 pb - 4 kb 

2,0 

100 pb - 3 kb 

3,0 

100 pb - 1 kb 

4,0 

50 - 500 pb** 

5,0 

10 - 500 pb 

6,0 

10 - 100 pb 


Modificado de Hrowti T.A.: Molecular Biology Vol IT: Gene Analysis. San Diego,, Academic, 1998, 2 ad ed. 

*kb-quilobases / **bp-pares dc base 


Gel de Poliacrilamida Nativo para Resolver 
Pequenos Fragmetitos de DNA 

Geis de poliacrilamida sao uteis para separar pe¬ 
quenos fragmentos de DNA variando em tamanho de 
10 a 1*500 pares dc bases* A rcsolu^ao superior a dos 
gels de agarose para fragmentos 0 a 500 pares de bases 
permite a separate dc fragmentos que diferem entre 
si de 10 a 20 pares de bases. Os geis de poliacrilamida 
podem tambem scr us ados para separar moleculas de 
DNA dc fita simples, com uma taxa de migra^ao que 
depende tanto do tamanho quanto da estrutura secun¬ 
daria. Por outre lado 7 esses geis nao sao recomendados 
para pro mover a separa^ao de fragmentos com tama¬ 
nho superior de 3.000 bp (Tabela 5.2). 


As amostras de acido nueleico se par ad as nesta ma- 
triz podem ser usualmente purificadas por meio da exci- 
sao c clctroclui^ao, Estc procedimento produz fragmen¬ 
tos que sao excelentes substrates para a digestao com 
enzima de restri^ao, liga^ao e marcapao, entre outras. 

Sistema de Gel Desnaturante para 
Resolucao de DNA ou RNA de Fita 
Simples 

Gel de Poliacrilamida Desnaturante 

O gel desnaturante con ten do 8 M de lire i a const ltui 
um sistema de eletroforese com alta re soluble, adequado 
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Tabela 5,2 - Migra^ao linear de DNAs dc fita dupla c marc ado res (corantcs) sob gel dc poliacrilamida native. 


% Poliacrilamida 

Tamanho medio do DNA 
(bp) separa^ao btima 

Xileno cianoP 

Azul dc bromotenor 

3,5 

1 .000-2,000 

460 

100 

5,0 

80-500 

260 

65 

8,0 

60-400 

160 

45 

12,0 

40-200 

70 

20 

15,0 

25-150 

60 

15 

20,0 

6-100 

45 

12 


Fotitc: Base ado em Sambrook e Russell. Moleadar Cloning. A Laboratory ManuaL Plainview- New York, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, 2001. Capitulo 5. 

*Corante podera comigrar com os fragmentos de DNA de tamanhos (bp) descritos na tabela. 


para separar fragmentos com menos de 400 bases em 
extensao tabela 5.3. Diferetinas em nucleotfdeos simples 
podem ser detectadas com esses geis ? o que e o requisite 
fundamental para o sequent:] amen to de DNA. Esse gel 
pode ser us ado para purificar oligonucleotideos mar- 
cados ou nao. O gel de poliacrilamida desnaturante e 
tambem usado para analisar resultados de expert men tos 
da rca^ao em cadeia pda po lime rase, prote^ao SI e pro- 
te^ao a ribonuclease. 

A desvantagem dos geis de poliacrilamida e o tempo 
extra requerido para prepara-los e corre-los (usualmente 
algumas boras). 


Gel de Poliacrilamida para Separa^ao 
Eletroforctica de Protemas 

Geis com concentrates de acrilamida menores 
que 2,5% sao necessaries para a separa^ao das mole- 
culas de protein as com peso molecular maior que 10 6 
Daltons. Por outro lado, gets de poliacrilamida com 
uma concentraqao de 30% de acrilamida possibilitam 
separar polipeptideos com peso molecular dc ate 2000 
Daltons. Na tabela 5.4 pode mu s observar a relat;ao en- 
tre a concentrate de bisacrilamida e a resoluqao da 
separaqao dos fragmentos. 
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Tab ela S3- Fai xa de resolu^ao de geis con ten do diferentes concentrates de poliacrilamida em gel desnaturante. 


Acrilamida (%) 

Tamanho dos oligotmclcotidcos 
sepurados (cm basts) 

20-30 

2-8 

115-20 

8-25 

13-15 

15-35 

10-13 

35-45 

8-10 

45-70 

6-8 

70-300 

Fonte: llaseado em Sambrook 5c Russell. Molecular cloning. A Laboratory Manual. 3 11 . ed. Cold Spring 1 1 arbor, Cold Spring Harbor 
laboratory Press, 2001. Capitulo 10, protocolo 1. 

Tabe1a5*4- Rela^ao entre o peso molecular da protein a e 

a concentra^ao de gel adequado para anal ise. 

Tamanho molecular da 
proteina (kDa) 

Conccntra^ao de 
acrilamida {%)* 

10-43 

15 

12 - 60 

12 

20-80 

10 

36 - 94 

7,5 

57 - 212 

5,0 


Ponte: Baseado em Sambiook e Russell. Molecular Cloning, A Laboratory Manual. Plainview - New York, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, 2001. Anexo AS. 

*A razao molar de bisacrilamida:acrikmida e de 1:29. 


A b is acrilamida e neurotoxica, ja a acrilamida nao. 
No entanto, csta ultima pode con ter alguns monomeros 
nao polimcrizados capazcs dc apresentar ncurotoxicida- 
de.D essa forma, ao manusear esses re age ntes devem-se 
usar luvas, mascaras e em hipotese alguma colocar pipeta 
naboca. 

Utiliza^ao de Diferentes Tampdes 
durante a Separa^ao Eletroforetica 

O de sloe a men to das protein as at raves do gel de po¬ 
liacrilamida depende da intera^ao dos ions presences nos 
tampoes utilizados nos gels e nos reservatorios dos ele- 
trodos quando submetidos a um campo clctrico. Ncssc 
sen tide, po demos utilizar sistemas tampao continue ou 
descontinuo. 

Sistemas dc clctroforcsc nos quais os mesmos ions do 
tampao estao presentes na amostra, no gel e nos reservato¬ 
rios dos ele trodos (podendo ter concentraces diferentes) 
a um pH constante sao referidos como si sterna tampao 
continuo. Por outro lado, no sistema descontinuo empre- 
gam-se tampoes ionicos diferentes tanto na composi^ao 
quanto no pH (lug. 5.6). 

Norm aim ente, opta-se por trabalhar com o sistema 
descontinuo por apresentar a possibilidade de apliear 


grandes quantidades de proteinas e obter melhor resolu¬ 
te* Ncssc sistema cmprcgam-sc dors tip os dc geis com 
tamanhos dc por os diferentes. Inicialmcntc, tcm-sc uma 
camada de gel com porosidade maior, denominada gel de 
empilhamento, o que permite que a amostra seja agrupada. 
Ja a separa^ao efetiva ocorre cm uma segunda camada dc 
gel de porosidade menor, denominada gel dc separa^ao. 
Nas tabelas 5.5 e 5.6,apresentamos o protocolo para pre- 
par a^ao de geis de diferentes concentrates. 

Os ions comumcntc utilizados sao a glicina presente 
no reservatorio do eletrodo c o I Vis-HCl nos geis dc empi¬ 
lhamento e separable com pH 6,7 e 8,0, re speed vamente. 
A escolha desses ions esta baseada no seu comportamento 
quando submetidos a um campo clctrico. A glicina, sendo 
um addofraco, apresenta pequena mobilidadc c dissocia^ao 
ionic a. For outro lado, o dor e to pre sente no tampaoTris- 
HCl[(Hldrocloreto deTris (hidroximetil) aminometano)] 
apresenta mobilidadc e dissoda^ao maior. Dentro do siste- 
made eletmtorese descontinuo (Fig. 5.6) utiliza-se inicial- 
mentc uma voltagem baixa (70 Volts); nestas condi^oes, a 
migra^ao lenta dos ions da glicina e a rapid a dos ions doreto 
promovem o empilhamento da amostra. 

Km seguida, aumenta-se a voltagem para 100 Volts 
promovendo um equilibrio na velocidade de migra^ao dos 
ions e a separate das proteinas em band as definidas. 
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A 


B 


Figura5.6- Sistema tampao continue c dcscontinuo com geis cm forma achatada. (A) Si stem a de tampao continue usado cm conjunto 
como gel em forma achatada; a amostra e colocada dentro dos orificios form ados diretamente tio gel de separa^ao. {11} Sistetna tampao 
descontfnuo usado em conjunto corn gets em forma achatada; as amostras sao colocadas dentro dos orificios formados no gel de empi- 
Ih amen to. 


TabelaS.5 - Solu^oes e concentr^oes para o prepare de geis de separat^ao para eletroforese tris-glicina-SDS- 
poli acrid am ida. 


Com po uen tes 
da soliif AO 

Concentrafao de 6% 
Volume 5 mL 

Concencra^ao dt 8% 
Volume 5 mL 

Conccntra^ao de 10% 
Volume5 mL 

Conccntra^ao de 12% 
Volume 5 mL 

Agun 

2,6 

2,3 

1,9 

1,6 

Mistura de acrilamida a 30% 
c 0,8% de bisacrilamida 

TO 

1,3 

1,7 

2,0 

Tris* 1,5 M (pH 8,S) 

1,3 

1,3 

1,3 

T3 

SDS*® 1 a 10% 

0,05 

0,05 

0,05 

0,05 

Fersitlfato de amonio ^ 1()% 

0,05 

0,05 

0,05 

0,05 

TEMED*** 

0,005 

0,003 

0,002 

0,002 

Fonte: Bascado cm Sanbrook e Russell. Molecular Cloning. A Laboratory Manual, Plainvicw - New York, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, 2001. Anexo AR. *Tris — tris-(hidroximetil) amino-metano; / * *5DS~ Sulfato de Sddio Dodecila; / ***TEMED - N,\,N\N r - 
re t r am et i 1 e t i 1 en od i am i n a . 

Tabela 5.6 - Soiu^.oes pan 

i o prepares do gel de em 

pilhamento para eletrofdrese Tiis-glicina-SDS -pollacrilamida. 


Componentes 
da solu^ao 


Concentrayao de 5% 
Volume 5 ml 

Concentrafao de 15% 
Volume 5 ml 


Agua 


3,4 

1,1 


Mistura de aerilamida a 30% 
e 0,8% de bisacrilamkla 


0,83 

2,5 


Tris 1,5 M (pH 6,8) 


0,63 

1,3 


SDS a 10% 


0,05 

0,05 


Pcrsultafo de am on in a 10% 


0,05 

0,05 


TEMED 


0,005 

0,002 


Fonte; Bascado cm Sanbrook c Russell. Molecular cloning. A Laboratory Manual. Plain view - New York, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, 2001. Anexo AS. 
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Introdu^ao 

0 Northern blotting c uma tccnica de biologia mo¬ 
lecular que possibilita analisar perfil de expressao, 
tarn an ho e processamento alternativo de mRNA de 
genes expresses, utilizando RNA total ou mRNA pu- 
rificado, obtidos a partir das mais variadas amostras 
biologicas. Esta tccnica c similar a dc transfcrcncia dc 
DNA e foi desenvolvida por James Alwine e Geor¬ 
ge Stark da Universidade de Stanford na California 
(Alwine et ah, 1977). 



Figura 6*1 - Fluxograma represctifafivo das etap&s envoividas no 
desenvolvimento do metodo de Northern blotting. 


O metodo dc Northern blotting envolve cinco c tap as: 
1. obten^ao dc RNA total ou mensageiro; 2. separate 
ele tin fore tic a de RNA em gel de agarose eni con di¬ 
does desnaturantes; 3. transferencia de RNA do gel de 
agarose para a membrana dc nation; 4. hibrida^ao dc 
mRNA fixado na membrana com sondas marc ad as (ra¬ 
dioisotopes ou reagentes fluoresce ntes T quimioiumin.es- 
ccntcs, biolumincsccntes ou color imctricos); 5, dctcc^ao 
do sinal dc hibrida^ao; c 6. re-hibrida^ao. Na figura 6.1, 
e apresentado o flnxograma das e tap as envoi vidas no 
desenvolvimento do metodo de Northern blotting. 

A seguir, c apresentada uma dcscri^ao dos princi¬ 
pals aspcctos cnvolvcndo cada ctapa do Northern blot¬ 
ting. Os procedi memos aporitados sobre a obtenqao do 
RNA devem sex utilizados em quaisquer experiments 
e procedi men tos tecnicos que envoi vain sua analise. 

Obten^ao do RNA 

Quid ad os e Metodo de Extrafdo de RNA 

A obten^ao do RNA representa o primeiro passo 
nas analises de deteeqao e expressao de genes. O cui- 
dado principal a ser tornado no i sol amento do RNA e 
a proteqao contra a a^ao dc ribonucleases (RNascs) que 
cstao presentes cm to dos os tip os celu lares. 

As RNases representam uma familia de enzimas que 
degradam as moleculas de RNA por meio de atividades 
dc endonuclease c exonuclease. Sao enzimas altamente 
estaveis devido as suas configura^oes terciarias estabili- 
zadas por quatro pontes de dissulfeto e que permit em a 
rccstrutura^ao complcta apos o tratamento com agentes 
desnaturantes ou alta temperatura. Cofatorcs como adc- 
nosina trifosfato (ATP) e cloreto de magnesio (Mg 2 *) es- 
tao envolvidos na funqao catalitica das RNases (Schoen¬ 
berg c Cunningham, 1999) que, sao ativas cm uma ampla 
variedade dc pH. 
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A atividade ext rinse ca das RNases refere-se a sua 
presents como contaminante ein fiascos de reagentes, 
solu^oes ou agua, cub as de eletroforese, pip etas c dis- 
pensadores de volume e outros materials. A principal 
fonte, entretanto, e a gordura dos dedos, que e riea em 
residues cclularcs que apresentam atividade dc RNases. 

A atividade intrfnseca das RN ases relaciona-se as 
enzimas liberadas na lisc cclular durante o proccdi- 
mento de extra^ao de RXA. Para protegei o RNA de 
degrad a^ao por RNases durante esse procedimenteg e 
necessario utilizar inibidores de RNases. 

Os cuidados no manuseio de vidrarias, material 
plastico, reagentes e outros utilizados na extrafao de 
RNA estao ap resen tad os no quadro 6.1. Cabe res s altar 
que o principal cuidado c a protccao do RNA utilizan- 
do -se inibidores de RNases, alem dos cuidados usuais 
das boas praticas dc lab oratorio dc biologia molecular. 


Os inibidores de RNases podem ser class! ficados 
em especificos e inespecificos. Os inibidores especificos 
atuam em determinadas classes de RNases (RNase A, 
RNase B, RNase C, RNase Tl), como os complexes 
vanadH-nbonucIeosideos (VDR, VRC). 

Os inibidores inespecificos atuam de forma ampla 
eliminando a atividade das RNases, O dietilpirocarbo¬ 
nate (DEPC) e o inibidor inespecifico mais eficiente 
e utilizado para o tratamento da agua a ser usada no 
prep am de solu^oes, tanrpoes e outros reagentes. Cui- 
dados no seu manuseio devem ser tornados, pois e urn 
produto com potential tdxico. O DEPC pode ser adi- 
cionado a agua, soluqoes, tampoes e reagentes na con- 
centra^ao final de 0,05% a 0,1% (v/v). Os liquidos que 
contem DEPC devem scr mantidos por algumas boras 
em uma plataforma orbital ou por 16 boras em agitador 
magnetieo. Em sequencia, devem ser autoclavados para 
inativa^ao complcta do DEPC que sc transforma cm 


Quadro 6.1 - Procedimenfos e cuidados no manuseio de materials e reagentes para a extra^ao de RNA. 


Materials 

Procedimentos e cu id ados 

Vidraria 

A eliminate dc RNases da vidraria faz-se por cstcriiiza^ao por calor scco em foino a 240- 
250"C durante 3 a 4 boras. A vidraria reutilizada deve ser reservada exclusivamente para o 
trabalho com RNA, nao sendo permitido o uso nas denials areas do laboratdrlo 

Material plastico 

Ponteiras* tubes e outros materials plastkos devem ser adquindos ja esreribzadosq livres de 
RNases e ser sempre manuseados com luvas. A elimina^ao de RNases do material plastico 
nao esterilizado pode ser realizada por autoclava^ao, Nao reutilizar material 

Agua ultrapura c 
solucoes e reagentes 

A eliminatao de RNases da agua, solu^oes e reagentes se da por meio do tratamento da agua 
com inibidores de RNases inespecificos. Seguido de sua inativa^ao 

Solitaries de RN A 

Adiflo de inibidores de RNases especificos 

Unidades de 

eletroforese 

Cubas, conjunto de bandejas, suportes de gel c pentes devem ser lavados com agua tratada 
com DEPC. O material de acrilico sofre a^ao do DEPC nao desativado e, portanto, nao 
pode ser exposto diretamente a esse reagente 

Equipamento de prote^ao 
individual (EPIs) 

Ma^aneras, micro pipe fadores, porta de re friger adores e geladeiras rep re sen tarn uma fonte 
potential de contaminate com RNases, dcssa forma, luvas devem ser utilizadas e trocadas 
durante os experimentos, principal me nte durante o procedimento de extra^ao do RNA. 

Superficies nao 
metdlicas 

A limpezadeve ser feira com hidrdxido de sodio (NaOH) a IN e na sequentia ser removido 
com alcool ctilico a 70% 
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dioxide de carbono (Rapley, 2000), Nao deve ser ob¬ 
served o o odor de DEFC apos autoclava^ao, e quando 
isto o cor re indica que a autoclava^ao nao foi eficiente. 
O DEPC pode ser iitativado de tempoes que nao po¬ 
dem ser autoclavados por aquecimento a 60"C durante 
a noite. E importante eliminar completamente os traces 
de DEPC, lima vez que este composto pode modificar 
residues dc adenina, is to e, provocar muta^oes, uma al¬ 
ter a^ao que pode comprometer o uso do RNA nos pro- 
cedimentos dc transcri^ao in vitro . 

Os tampoes quecontem Tris (hidroximetil) amino- 
meta.no ou m ere ap to eta no] nao podem ser tratados com 
DEPC dev j do a sua alta reatividade com estes. Nestes 
casos, dcvc-se utilizer agua tratada com DEPC previa- 
ntente autoclavada, scguindo-sc outra etapa dc auto- 
clava^ao. Uma alternativa c filtrar as solu^dcs que nao 
podem. ser preparadas com DEPC utilizando-se filtros 
de nitrocelulose para remover a RNase e outros trafos 
de protemas. 

Varies metodos de isolame nto dc RNA for am pu- 
blicados (Gilman, 1988; Sambrook ct al., 1989; Kin¬ 
gston ct ah, 1991; Wilkinson, 1991; Chabot, 1993; 
Farrell, 1993; Chomczynski, 1993; Chomczynski e 
Sacchi, 2006). Os metodos mais eficazes e populares 
sao os que utilizam tampoes caotropicos, tais como 
isotiocianato dc guanidina c hidroclorcto dc guanidi- 
na, para promover lisc cclular c principalmcntc pclo 
alto podcr dc dcstrui^ao dc RNascs. O 1 rizol® c/ou 
Trizol Reagent (Invitrogen, Groningen, NL) repre- 
sentam a forma comercial do me to do desenvolvido por 
Chomczynskl e Sacchi (1987), no qual e empregado o 
isotiacianto dc guanidina* 

Quantificacdo do RNA 

O RNA extraido deve scr quantifkado para uni- 
formizar as quantidades de RNA a serem utilizadas 
nos experimentos. A concentra^ao e a pureza do acido 
nucleico podem ser de term in ad as por espectrofotome- 
tria, no comprimento de onda dc 260 nm, que repre¬ 
sents a media da absoiyao maxima dos nucleotideos 
individuals que variant entre 256 e 281 nm. Para esti- 
mar a conceittra^ao de uma solu^ao de acido nucleico, 
assume-se que 1 unidade de absorb a ncia (A) em 260 
nm equivale a 50 pg/mL de DNA native, 33 pg/mL de 
DNA fita simples e 40 pg/mL de RNA. 

A quantificacao direta em 260 nm fbrnece pouca 
informa^ao sob re a qualidade e pureza das am os tr as de 
RNA. A presents de excesso de sal, conteudo proteico 
(absorbsncia em A 2fi0 nm) e/ou contaminate com sol- 
ventes organicos (A Vfl nm) podem promover distor^ao 


significativa no valor de absorbancia* Devi do a este fa to, 
o calculo da razao A 2 «/ A , Sl) (razao 260:280) permite 
estimar a pureza das amostras. Amostras de RNA pu- 
ras tern razees 260:280 de 2,00 ± 0,05. 

Andlise da Integridade do RNA 

A integridade do acido nucleico pode ser avail ad a 
por separable eletroforetica usando como matriz o gel 
de agarose (propriedades desse reagente ver Capitulo 
5). Os acidos nucleicos podem ser detectados apos Colo¬ 
rado com cor antes que se internal am entre bases nitro- 
genadas e tornam-se fluorescentes quando estimulados 
com a fuz ultravioleta (por exemplo, brometo de etfdio, 
ver Capitulo 4). 

O RNA ribossomico (rRNA) e o tipo mais abundan- 
te de RNA (80-85%). Em gel dc agarose, este material 
pode ser visualizado sob a fornta de duas band as bem 
distint as dc 4.872 bp (28S) e 1.872 bp (18S) (Fig. 6.2), 
onde a band a 28 S apresenta cerca de duas vezes a inten- 
sidade da band a 18 S. Estas caracteristicas evidenciam a 
integridade da amostra dc RNA total extraido. 

Quando se aplica mais que 10 pg de RNA total em 
gel de agarose, e possivei visualizar RNAs de me it or 
tamanho, como rRNA (5S) e tRNAs. Os mRNAs nao 
sao visualizados nest as condipoes dev i do a sua baixa 
concentrator) (menos de 4%). O mRNA obtido por 
metodos de captura com oligo (dT) pode ser visual iza- 
do quando se aplica mais que 2 pg no gel; o perfil de 
arraste, que se estende a partir do local de aplica^:ao 
observado, corresponde ao mRNA, como resultado 
da natureza extremamente heterogene a das molecu- 
las de mRNA. 

Uma melhor separa^ao eletroforetica das moteeulas 
de RNA c obtida sob condiqoes desnaturantes, devido 
ao fato de impedirem a forma^ao de estruturas seen it- 
darias (complementariedade entre as bases nitrogena- 
das) da fit a simples de RNA (dc tallies ver Capitulo 2). 

Northern Blotting 

Nos procedimentos de Northern Blotting^ o RNA e 
separado em gel de eletroforese em con diodes desnatu- 
rantes para ser posteriormente fixado {blotled) em uma 
matriz solid a e hibridado. 

Os desnaturantes mais comumente utilizados it a 
eletroforese de RNA em gel de agarose sao: forntaldef- 
do, glioxal e dimetil sulfoxide (DMSO). O hidroxi- 
do metilntercurico tum desnatur ante eficiente porem 
pouco utilizado devido a sua alta toxicidade. Para geis 
de poliaerilamida, a form amid a e a u re i a sao os ageittes 
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desnaturantes empregados. O formaldeido e o desnatu¬ 
rante de RNA rnais utilizado, porem, por ser consider a- 
do um agente hepatocarcinogenico, deve se manipulado 
cm cabine de seguran^a quimica* 

O formaldeido e a form ami da sao empregados du¬ 
rante o processo de desnatura^ao das amostras de RNA, 
de mo do a garantir que as moleculas de RNA migrem ao 
longo do gel, de aeordo com o peso molecular. Gets com 
formaldeido sao me nos rigidos do que outros geis dc aga¬ 
rose e sao considcravelmente mats escorregadios. Assim, 
cuidados devem ser tornados no momenta de transferi-lo 
de um recipiente para outro. 

Um balan .90 dtimo entre resolu^ao cletroforetica e 
eficiencia de transferencia a partir do gel e alcan^.ado 
com gel de agarose desnaturante na concentra^ao de 
1 , 0 - 1 , 2 % (Farrell, 1993)- A clctroforcsc c comumentc 
realizada cm voltagcm dc aproximadamente 60 V para 
gel de 14 cm de eomprimento (4V/cm) (Krieg, 1996). 

Transferencia de RNA para Membrana de 
Nailon 

A etapa-chave na tecnica de Northern blotting e a 
transferencia dos RXAs separados no gel para uma 
membrana de liltro para subscqticnte fixa^ao c hibrida- 
£ao com sonda ou sondas cspcrificas. 

As primei ras membranas a serem usadas for am as 
de nitrocelulose, porem foram substituidas por mem¬ 
branas de nailon por apresentar maior resistencia a ten- 
sao, favorccendo o manuseio e as hibrida 0 es repetidas 



Figura 6.2 - Scpara^ao clctroforctica dc RNA total dc tccido mus¬ 
cular estriado de into cm gel de agarose a 1,2% com formaldeido 
0,66 M. A forma definlda das especies de rRNA 28S e 18S indicam 
a intcgridadc da amostra de RNA total (cortcsia da Dra, Rozangek 
Vcrlcngia), 


com diferentes sondas. De aeordo com a carga qutmica 
da super ficie da membrana, podem ser classificadas em 
neutras epositivas. As membranas de nailon (+) tern car- 
ga positiva liquida devido a presen^a de aminas na su¬ 
per iicic* As membranas neutras apresentam uma capa- 
cidade dc liga^ao do acido nucleico de aproximdamente 
100 pg/errr, e as de nailon (+), ao re dor de 400-500 pg/ 
cm 2 , quando comparadas com as dc nitrocelulose. 

A transferencia de RNA do gel desnaturante para a 
membrana dc nailon pode scr realizada de varias formas, 
tais como: por capilaridade, ale al in a, por pres sao positiva 
e sistema dc transferencia a vacuo (Dunbar, 1994). 

A transferencia por capilaridade c o meto- 
do in a is frequent emente empregado devido ao bai- 
xo custo. O sistema e composto dc uma cuba de 
vidro ou um recipiente no qual e colocado tampao 
dc transferencia SSC (solu^ao dc clorcto dc sodio c 
citrato de sodio coricentrado 10 x ). A Cuba tem um 
super tc central, no qual sc coloca uma tira dc pap cl 
de liltro ou uma esponja. com as extremidades em 
contato com o tampao. Em scqucncia, o gel c depo- 
sitado sobre o papel de filtro ou a esponja, com a su- 
pcrfkic dc aplica^ao voltada para cima. Sobre o gel c 
depositada uma membrana de nailon, sobreposta por 
duas folhas dc papel dc filtro (dc tamanho similar a 
area do gel). Na sequencia, e colocada uma pi lh a de 
papel absorvente dc dimen so es scmclli antes ao gel, 
uma placa de acrilico, na qual se deposita um peso 
de aproximadamente 20Gg. Este processo baseia-se 
no lluxo por capilaridade da solu^ao de cloreto de 
sodio e citrato de sodio (SSC) entre os varios siste- 
mas de absorcao (esponja e/ou papel de filtro e papel 
absorvente.) do sandufebe montado e tem a dura^ao 
de 12 a I4fi. Neste processo, as moleculas de RNA 
presentes no gel desnaturante sao carreadas e ligam- 
-se a membrana de nailon (Fig. 6.3). 

Apos a transferencia, a membrana c removida c la- 
vada em solugao SSC concentrada 6 x. O RNA e fixado 
a membrana por aquccimcnto a SOX, por 1 h cm cstufa 
de aquecimento (Farrell, 1993) ou por cross-linking em 
for no ultraviolcta. A cncrgia ultraviolcta dc curta in- 
tens id ade (254 nm) ativa as bases nitrogenadas timina 
c uracil a (c outras bases nitrogenadas cin menor grau), 
que se torn am altamente re ativa s e form am liga^oes co- 
valcntcs com superficies que contem aminas das mem¬ 
branas nailon (+) (Saito et al., 1981). As membranas de 
nailon umidas geralmente requerem uma exposfeao to¬ 
tal de 1,6 kj/m a e as sec as ao ar a exposfoao a 160 J/m 2 e 
suddente (Church e Gilbert, 1984). 
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Hibridizaf ao com Sondas Marcadas 

Pre-hihridagao 

A detect ao c/ou a quantificaqao do RNA dc inter es¬ 
se faz-se por me to da hibrida^ao entre a son da nucleoti- 
dica m a read a e as scqucncias-alvo fixadas na membrana 
de nailon. As sondas nucleotidicas sao fragmentos dc 
DNA ou RNA (20 a 500 bp de comprimento, esse ta- 
manho depende do tipo de marcaqao) que podem hi- 
bridizar-se a uma sequenda complementar de DNA ou 
RNA que se deseja investigar. 

A hibridaqao envolve principalmente tres eta pas,, 
denominadas pre-hibridaqao, hibridaqao e lav age m 
pos-hibrida^ao. 

Na pre-hibrida^ao, a membrana e colocada em urn 
frasco de hibrida^ao, mais cornu men te usado, e/ou ein 
uma embalagem plastiea, similar a um saeo plastico 
muito resistente. Posteriormente, e acrescentada a 
solufao de pre-hibrida^ao para equilibrar a membra¬ 
na com o tampao no qual o p races so de hibrida^ao 
vai ocorrer e pro mover o bloqueio da membrana. No 
proccsso dc hloqueio, a supcrficic da membrana com 
RNA fix ado c prccnchida com fragmentos dc DNA 
hcterologo desnaturado (sem rcla^ao com o RNA a 
scr investigado), Usual men to, c utilizado o DNA dc 


esperma de sal mao ou de timo de bezerro. Com isso, 
evita-se que a son da sc ligue a membrana e gcre si- 
nal de fundo (background) que pode alterar os resul- 
tados. A pre-hibridaqao e realizada por 2-4h, a 42 C, 
sob rotaqao/homogeneizaqao const ante. Outro a spec to 
import a rite e a viscosidade do tampao de hibridacao. 
A taxa de hibridacao da sonda e aumentada com o au- 
mento da viscosidade, o que e possfvel com a ad 19 an 
de polimeros inertes. Por exemplo, a presen^a de 10% 
de sulfato de dext ratio aumenta em ate IQx a taxa de 
reassocia^ao. O efeito e atribuido a exclusao do DNA a 
partir do volume ocupado pelo polimero, efetivamente 
aumentando a concentra^ao do DNA. Neste caso, a 
viscosidade c obtida pci a adi^ao dc sulfato dc dextrana 
(polimero anidnico) ou solu^ao dc Dcnhardt (Quadro 
6.2). A solu^ao dc Dcnhardt c constitmda dc 1 g de 
Ficoll"' 400, 1 g de polivinilpirrolidona, 1 g dc ESA 
frame V (q.s.p 500 mL), filtrado c cstocado a -20' : C c 
e mais eficiente que o sulfato de dextrana por evitar o 
aparecimento de sinal de iundo na membrana. 

Outro reagente presente na soluqao de pre-hibrida- 
qao e a formamida que reduz a temperatura de desnatu- 
raqao {melting, Tm) e consequentemente, ade hibridacao 
dc ccrca dc 0 ? 75C a cad a 1% dc formamida adicionada 
para poli(dA:dT) c dc 0,5' : C para poli(dG:dCf Uma 
das vanfagens do use da formamida c que as sondas 



de nation por capilaridade. O papel absorvetite e o peso sobre a superficie promovem a forma^ao do fluxo do tampao em dire^ao ao ropo 
do papel-to alha absorvente. 
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sao mass estaveis a baixas temperaturas o que por ou¬ 
tre lado, me 1 bora a retengao do acido nucleico sobre as 
membranas (Anderson e Youngs 1985)* 


Hibridagao 

A etapa de hibridagao o cor re pel a adigao da son- 
da m a read a (para marcagao dc son das ver Capitulo 3)* 
Para que possa hibridar, a sonda deve ser previamen- 
tc lincarizada por desnaturagao cm pH akalino ou a 
alta temperatura* A desnaturagao pode ser realizada 
pcla adigao dc 0,1 volume dc (NaOH) IN a sonda 
(que usual me nte esta cm um volume de 50-100 pL), 
seguida dc incub agao a 37"C durante 10 minutos 
ou a temperatura a mb ie rite* Entao a sonda pode ser 
ad ic ion ad a dirctamentc a solugao dc hibridagao, sem 
ser neutralizada, uma vez que o volume e interior a 
150 pL. Muitos laboratories optam por desnaturar as 
sondas por aquecimento seguido de resfriamento em 
gelo, porem cuidados devem ser observados quanto ao 
manuseio de material radiativo. As son das marcadas 
com isotop os radiativos sao desnaturadas a tempera¬ 
turas inferiores a 90 C para evitar a fcrmagao de vapor 
radiativo (ver Capitulo 3), A hibridagao sc da por um 
periodo de 12-16 boras {overnight) a 42C, tambern 
sob agitagao constante. Vale a pena salientar que exis- 
tem varies protocolos de hibridagao com diferentes so- 
lugocs c temperaturas (ncstc capitulo cstao dcscritos os 
mais utilized os). 


Assim, cm con didoes dc rcagocs bem controladas, 
as son das desnaturadas hibridizam com as sequencias 
complement ares de RNA imobilizade na membrana. 
Em seguida, as moleculas de sonda nao hibridadas sao 
removidas pela lavagem das membranas utilizando 
sohigoes com baixa concentragao de sal e, em geral, 
utiliza-se a rnesnia solugao da etapa de transferencia 
(Maniatis et al., 1989; Rapley, 2000)* 


No Northern blotting e em outros metodos de hi¬ 
bridagao, a cfidcncia c a c sped fid dadc sao parametros 
irnportantes poique estao diretamente relacionados 


com a qualidade dos rcsultados a sc rent obtidos* A 
eficiencia esta relacionada com a capacidade de pare- 
amento entre o mRNA e a sonda, e a e specific idade 
permite discriminar moleculas com alto grau dc com- 
plementariedade daquelas que o tern baixo. Ne sse as- 
pecto, as eondigoes de estringencia, definidas como 
um conjunto de eondigoes (pi I, temperatura, concen- 
tracao ionic a) que interferem na associagao das fitas dc 
acidos nucleicos, podem induzir rcsultados negativos 
ou (also-negativos. 


Conduces de alta estringencia favorecem a hibri- 
dagao some nte entre as moleculas de act do nucleico 
que tern alto grau de complementariedade* Quando a 
estringencia e baixa, uma proporgao aumentada de hi¬ 
bridagao inespecifica pode ocorrer. 

No quadro 6*2, sao indicades os fatorcs associados 
com altas ou baixas estringencias, tais como conccntra- 
gao ionica, pH e temperatura. A for mag a o do heterodu¬ 
plex (RNA: sonda de DNA) e promovida em meio de 
baixa estringencia, enquanto a disso dagao em fitas sim¬ 
ples e favorecida quando a estringencia e aumentada. 


Deteegao do Sinai de Hibridagao 

A deteegao do sinal de hibridagao depende do tipo 
de molecula sinalizadora que se encontra acoplada aos 
nucleotide os que constituent a sonda (para mais de ta¬ 
llies ver o Capitulo 3). Para as sond as marcadas com ra¬ 
dioisotopes, principaimente com fosforo-32 ( :32 P) e/ou 
fosforo 33-( B P) 3 a deteegao faz-se por autorradiografia 
com expos! gao da membrana a fi Ime de rates X ou ccran 
de fosforo image m, Quando as moleculas sinalizadoras 
estao marcadas com moleculas nao radiativas (biotina, 
digoxigenitia, enzimas), estas podem ser detectadas por 
metodo colon metrico, quimioluminescente, ou fluores- 
cente, dependendo do substrata empregado* As tecni- 
cas de fluorescencia sao menos usadas para a anaiise de 
acidos nucleicos sob suporte de membranas, uma vez a 
deteegao e a anaiise do sinal requerem equipamentos 
e specials. 

Alguns cu id ados devem ser tornados para manter 
as eondigoes adequadas de deteegao do sinal de hibri¬ 
dagao, tais como: 1. evitar a secagern da membrana, 
especial me nte quando a deteegao do sinal e quimio¬ 
luminescente; 2. para metodo deteegao nao isotopico, 
a membrana hibndada deve ser lavada e processada de 
acordo com a recomendagao do fabricante; 3. para me¬ 
todo dc deteegao com radioisdtopo, a membrana deve 
ser e mb a l ad a em papel plastico fino e t ran spa rente antes 
da autorradiografia, 

Determinagao da Expressao Genica 

A qu anti fie agao da expressao genica e realizada por 
meio de medida de dens idade optica (DO) do sinal emt- 
tido pela sonda hibridada ao RNA na membrana. Para 
ess a medida, sao utilizados prog ra mas de informatica 
que perm item a captor a e anaiise de imagem* A expres¬ 
sao genica e uma medida relativa entre o sinal do gene de 
in ter esse e o do gene de referenda, tambern denominado 
gene constitutive {house keeping). Os genes constitutivos 
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Qjiadro 6,2- Fa tores que influeneiam a cficieneia de hibridacao no Northern blotting, 


Fatores 

Raixa estringcnciii 

Alta e s fringe ncia 

Sal (NaCl) 

Alta conccntra^ao 

Baixa concentrate 

PH 

Levemente acido 

A1 cali no 

Temp cm.turn 

Baixa 

Alta 

Eficiencia de hibrida^ao 

Aumenta 

Dim inn i 

Fonte: Farrell, R.E. Jr. RNA methodologies. 

in Laboratory Guidefor Isolation and Characterization 

Farrell R.F. Jr. (edj. San Diego, CA: 


Academic Press, pp 47-91, 1993, 


representam urn conjunto de genes que sao expresses de 
forma continued a na celula, teorieamente sem sofrerem 
a in ter fere net a de fatores exogenos. Contudo, e sempre 
neccssario vcrificar qual c o mclhor gene a ser considc- 
rado constitutive para cad a si stern a de intercssc. Neste 
caso, a quanttficaqao e denominada semiquantitativa- 

Rc-hibrida^ao 

Apos a captlira do sinal de liibrida^ao do gene de 
inter esse, c possivel re-hibridar a membrana com oiitra 
son da de mteresse, por exemplo com o gene const ituti- 
vo + Para tanto, e neccssario lavar a membrana para re¬ 
mover totalmente a sonda previamente hibridada c entao 
submete-la a uma nova hibrida^ao com outra sonda. O 
tampao empregado na etapa de lavagem apresenta alta 
cstringcncia que favorecc a dissocia^ao do hctcroduplcx 
RNA: sonda. E import ante mendonar que a cstringcncia 
e funqao da forqa ionica, temperatura e tempo; portanto,. 
nan e adequado diminuir o tempo de lavagem aumentan- 
do a cstringcncia da solu^ao de lavagem. 

Procedimento Experimental 

O protocolo do procedimento experimental de Nor¬ 
thern blotting e descrito a seguir: 

Material Neeessario 

Equipamentos 

- Agitador de banc ad a tipo orbital 

- Agitador magnctico 

- Agitador de tubes 

- Centnfuga refrigerada 

- Congcladorcs -20"C c -80X1 

- Cuba de eletroforese horizontal 


Fonte de eletroforese 

- Forno de hibridaqao 

- Forno micro-ondas 

- T lomogeneizador de tecidos 

- pH metro 

- Pip etas automaticas nos volumes de: 0,5 a 10 pL; 10 
a 100 pL, 50 a 200 pL; 100 a 1.000 pL 

- Pontciras com c sem filtro nos volumes de: Op a 10 
pL; 10 a 100 pL, 50 a 200 pL; 100 a 1.000 |jL 

- Refrigcrador 

- Si sterna de fotodocumenta^ao 

- Transiluminador 

Reagentes f Material Pldstico e Vi dr aria 

Nota: Todos os reagentes devern necessariamente ter 
grau de Biologta Molecular, 

- Acctato de so die 

> 

- Acido borico 

- Acido etil e n a d i amino tetrac etico (ETDA) 

- Acido 3 - (3-m or fob no) (N-morfclino)-propano sul- 

fonico (MOPS), 

- Agarose ultrapura 

- Alcool is o a mil i co 

- AI cool iso prop rilico 

- Azul de me tile no 

- Brometo de etidio 

- Citrato de sodio 

- C lore to de sodio 

- Cloroformio 

- Cor ante azul de bromofenol 
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- D ieti Ip iro carbon ato (DEPC) 

- DXA de e sperm a de salmao desnaturado 

- Sulfato de sodio do dec il a (SDS) 

- Enzima do f ragmen to Klenow 

- Etanol 

- Fenol 

- Formatdcfdo 

- Formamida 

- Hid roxid o de so dio (N aQ H) 

- Kit dc marca^ao dc sonda com radioisotopes 

- Luvas dc latex 

- Membr ana d e nailon c ar r e gad a p o sitivame n te 

- Papel dc filtro on equivalente 

- Mar cad or dc tamanho molecular dc RNA (0,24-9,5 
kb) 

- Solu^ao de Denhartd's (Ficoll 400, BSA e PUP- 
360) 

- Iris (hidroximctil) aminomctano ('Iris-Basc) 

- Triad* (1 nvi troge n, Gro ni ngen ,NL)- r e agente para 
extras an de RNA total 

- Tubes dc plastico dc 1,5 c 2,0 mL 

- V id raria: bequ cr, erlen m eyer , proveta, bas tao, ou tro s. 

Extrapao dc RNA Total 

A seguir tcm-sc a descri^ao da extra^ao de RNA 
total utilizando kid comercitil (Quadro 6.3). 

Lise Cehdar 

1. Transfer ir e meio dc cultura con ten de 5-10 x 10" 
celulas para um tube dc 1,5 ou 15 ml, ccntrifugar 
por 5 min a 1.000 (rcvolu^ocs per minuto - rpm) c 
re mover o sobrenadante. 

2. Ad icionar 1 ml do reagente de lise (Trizol 1 ') as ce™ 
lulas, bomogenei'zando com uma pipeta por varias 
vezes. 

Para os tecidos: homngeneizar 0,1 g de teeido aere- 
cido de 1 ml do reagente de lise (TrizoP ) durante 15 s a 
30.000 rpm utilizando um homogeneizador. 

3. Incub ar os homogenates per 5 min a 25 1J C (tempo - 
ratura ambiente). 


Purifitatao do RNA 

1. Adicionar 0,2 mL de clorotormio e fechar hem o 
tubo. Agitar os tubes vigorosamente por 15 s c incu- 
bar a 25"C por 10 min. 

2 . Centrifugar a 12 . 000 * gpor 15 min, a 2-4 C. Nes- 
ta etapa sao form ad as tres fases: superior (aquosa), 
inferior (fenohclorofdrmio) e intermediary (pro- 
tein as de snat ur ad as). 

Precipitagdo do RNA 

L Transferir a fase aquosa para outre tubo dc 1,5 mL 
(tomar muito cuidado para aspirar a fase aquosa e 
nao con tarn in a-la com as outras fases ; case isso ocor- 
ra, e neccssario centrifugar a amostra novamentc). 

2 . Adicionar 0,5 m L de iso propanol. I ncubar por 10 min 
a 25'C c ccntrifugar a 12.000* gpoi 10 min, a 2-4'LL 

Modificaqao - nos cases de amostras com pou- 
ca quantidadc de RNA, adicionar gticogcnio (10 pg) 
e manter em congelador a -70 C por 1 h. O glicoge- 
nio atua como carrcador, aumentando a quantidadc dc 
RNA total a ser recuperada. 

Rem of do de Sals 

1 . Remover o sobrenadante e adicionar 1 mL dc etanol 
a 75% gelado. 

2 . Homogeneizar por inversao c ccntrifugar a 12 , 000 * 
g t por 5 min a 4 L ’C. 

3. Remover completamente o sobrenadante tomando 
cuidado para nao perder o prccipitado que content 
o RNA. 

4. Inverter o tubo na banc ad a durante 15 min para per- 
mitir a evapora^ao do etanol. O use de centrifuga a 
vacuo (speed-vac) para esta fase difieulta a dissolupao 
do RNA e, port an to, deve ser evitado. 

Dissolufdo do RNA 

1. Dissolver o RNA com 50 pL dc agua tratada com 
DEPC, pass an do a solu^ao no agitador de tubos e 
incubar por 15 min a 65 n C. 

2. Manter os tubes com RNA em gelo enquanto sao 
preparadas alfquotas (a quantidadc preparada de- 
pende da expressao do gene de interesse no teeido 
estudado) + Armazenar as aliquot as a -SOT ate o 
momento do uso. 

Not a; O volume de agua tratada com DEPC adiciona- 
do depende da concentra^ao de RNA existente. 
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Qiuintificafdo do RNA 

L Diluir o RNA cm agua tratada cam DEPC (diluir ou 
nao o RNA dependera do equipamento utilizado). 

2. Calcular a eoncentracao de RNA, multiplicando o 
valor de absorbancta a 260 nm por 40 (coeficiente 
de concentracao dc RNA — 1 OD = 40 pg/mL) 
e pela dilui^ao realizada. (Lembrar que muitos 
aparelbos ja calculam a concentracao do RNA por 
cada pL). 

And the da Integridade de RNA 

L Preparar um gel de agarose a 1,2% com tampao 
MOPS 1* em um volume final de 40 mL (quadro 
4). Aplicar 2 pg do RNA extraido, adicionado de 
tampao de amostra para RNA l x (As amostras de 
RNA sao submetidas a desnatura^ao por solu^ao 
contendo formaldeido (17,5%), formamida deioni- 
zada (50%), MOPS 10* (5%) e agua tratada com 
DEPC, sob aquecimento (65°C), Receberam, en- 
tao, solucao contendo azul de bromofenol (50% de 
glicerol, 1 mM de EDTA, 0,4% de azul de bromo¬ 
fenol), para permitir a avalia^ao da progressao das 
amostras e reconheeer o fim da eletroforese. Adi- 
cionar 10 pL do tampao da amostra para cad a 10 
pg de RNA. Not a: e import ante con side rar que esta 
tecnica requer gr a tides quantidades de RNA total 
(10 a 20 pg). 


2 + Submeter a separa^ao eletroforetica, 100 Volts du- 
rante 45 min para minigeis (4W em de gel). 

Demmzacdo da Formamida 

1. Em um bcqucr adicionar 50 mL dc formamida grau 
biologia molecular c 5 g de rcsina (MIXED BED 
RESIN - Sigma M-8032). 

2. Homogcneizar cm agitador magnctico durante 30 
min a temperatura ambicntc. 

3. Filtrar duas vezes utilizando papel de iiltro What¬ 
man n" 1. Aliquotar em volume de 1 e 10 mL e 
armazenar a menos -20 f 'C. 

Avaliafdo dos Resultados 

1 * Remover o gel de agarose desnaturante da cub a de 
eletroforese c col oca-I o sobre o transiluminadou 

Nota; Revcstir o transiluminador com filmc dc PVC 
para evitar a contamina^ao do equipamento com 
residues toxicos presentes no gel. 

2. Amostras de RNA integras apresentarao duas ban- 
das correspondentes as subunidades de RNA ri- 
bossomico (18 e 28 S, que correspondent, respec- 
tivamente, 1,8-2,0 e 4,6-5,2 kb). A intensidade do 
rRNA 28S € o dobro ao do rRNA 18S (Fig. 6.2). 

Nota: Quando observar que as amostras ao separarem 

eletroforeticamente deixaram um rastro ao lougo do 


Quadra 6.3 - Prepa.ro das solutes empregadas m fasc dc obten^So do RNA total. 


Solutes 

Preparo 

Observances 

Trizol® - reagente de extra ^ 3.0 de 

RNA total 

Adquirido comercialmente 

Deve ser mantido a 4^0 em geladeira 

Isopropanol 

Adquirido comercialmente 

Dcvc scr mantido cm geladeira para 

0 uso 

Etanol a 75% 

Etanol a 75% diluido em agua isenta 
dc RNascs 

E utilizado para a remote de sais 
presentes no precipitado de RNA. 


M a liter a -20 C 


Tratar a agua ultrapura com 0,1% de die- 
tilpirocarbonato (DEPC) 

O tiatamento deve ser rcalizado nor 

Agua ultrapura 
isenta de RNases 

r 

16 h. Requer autoclava^ao posterior 
para dim in a r 0 $ residues dc DEPC 

Tod as as soluedcs devem scr preparadas 
ou adquirida comerci alme nte). 

com agua ultrapura isenta dc RNascs (agua ultrapura tratada com DEPC 
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gel, denominado de arraste e indicative de que houve 
degradation da amostra extrafda. Tambem nao deve ser 
observada uma regiao elara no local do po£o onde o 
RNA foi aplicado. Caso is so aconte^a e indicativo da 
present a de DNA genomteo. 

Separaf ao Eletroforetica do RNA para 
Northern Blotting 

1 . Preparar o gel de agarose a 1,2% desnaturante (40 
mL), coma descrito no quadra 6.4, e verte-lo em 
cuba isenta de RNascs. Vale a pen a comentar que o 


volume a ser preparado de gel dependent do tain a- 
nho da euba, no quadro 4 tern os uma sugestao para 
um gel nas proporg.ee s de 8,4 cm* 7,1 cm* 2,1 cm. 
Adicionar aproximadamente 300 mL do tampan 
MOPS concentrado lx* 

2 . Preparar as amostras de RNA e adicionar o tampao 
de amostra, con forme descrito no quadro 6 A 

3. Aqticccr durante 15 min a 65"C para a desnaturagao 
das amostras e apos esse periodo colocar em banlio 
de gelo. Adicionar 1 mL de brometo de etidio (ling/ 
mL) c aplicar as amostras nos orificios do gel 


Quadro 6.4 - Prepare das solugdea us ad is na separagao eletroforetica do RNA. 


Solugoes 


Tampao MOPS concentrado 10* 


Preparo 


Preparara uma solugao 10x concentrada 
contendo: MOPS a 0,2 M, pH 7,0; ace- 
tato de sodio a 50 mM, EDTA a 10 mM, 
pi I 8,0 


Observances 

E utilizado para preparo do gel c sc- 
para^ao eletroforetica de RNA. Deve 
scr esterilizado por autoelavagem. 
Quando autodavado, deve adquirir 
cor amarelo-ouro 


EDTA a 0,5 M-pH 8,0 


Gel de agarose desnaturante 


Pesar 9,305 g de EDTA e adicionar 
50 mL de dgua ultrapura. Colocar em 
um agitador magnctico e acrescentar 
pastilhas de NaOH vagarosamente, 
ate a dlssolugao conipleta do sal, que. 
deve ocorrcr em pH proximo de 8,0 


Para 40 mL de gel, utilizar 0,4 de agarose, 
4 mL de MOPS concern trad a 10*, 1,6 mL 
de formaldefdo e 34 tnL de dgua ultrapura 
tratada com DEPC 


E utilizado na formulagao de on- 
tras solugoes 


Colocar a agarose em dgua tratada com 
DEPC e dissolver por aquedrnento em 
mieroondas. Esfriar proximo de 55"C 
e adicionar o MOPS concentrado 10* 
e o formaldcido 


Tampao da amostra para RNA (com 
formaldefdo) 


0,15 mL de MOPS concentrado 10* 

0,24 inL de formaldcido 

0,75 mL de formamida 

0,1 mL de agua ultrapura isenta de RNase 

0,1 mLdeglicerol 

0,008 mL uzul de bromofenol 


Esia solueao e adicionada a amostra 
de RNA para ser aplicada no gel, eon- 
fere detisidade as amostras e indica a 
migragao das amostras no gel. Colo- 
ear 0,001 mL do tampao por 10 jig de 
RNA liofilizado 


Eo r m am ida de s i on i zad a 


Adquirida comercialniente - se nao es¬ 
tiva dcsionizada e nccessario procedcr 
conforme descrito no item desionizando 
a formamida 


E um reagente desnaturante, permito 
que as fitas de acid os nudcicos fiquem li- 
nearizadas e ainda que as duplas fi ras de 
acidos nuclei cos sejarn desnaturatks 


Form aldeido 


E usado rotinciramente como solugao 
estoque a 37% (12,3 M) 


O formaldefdo e um reagente desna- 
tunmte. E ox id ado em contato com o 
ar. Desse modo, o pH do formaldefdo 
deve ser verihcado antes do uso, espe- 
cialmcntc quando cstocado por rnuito 
tempo. Sc necessario, dcsionizar cm 
pH neutro utilizando resina, conforme 
descrito para a formamida 


> 
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Transferencia de RNA do Gel para a 
Membrana de Nailon 

Transferencia por Capilaridade 

1. Ao ter mi no da separate eletroforetica, transferir o 
gel para uma cuba dc vidro livre dc RNascs c lava-lo 
duas vezes durante 15 min, sob agita^ao com agua 
ultrapur a tratada com DEPC. 

2 . Em seguida, adicionar 500 mL de solu^ao de SSC 
conccntrada 10 X c mantcr sob agita^ao por 30 min 
(Quadro 6,5). 

3. Em cuba com um suporte central colocar SSC 
conccntrada 20 x e uma tira de papel de filtro, de 
modo que as pontas da tira sejam submersas no 
tampao. 

4. Depositar o get sobre o papel de filtro, evitando a 
format ao dc bolhas. 

5. Colocar liras dc dime dc PVC sobre as extrcmi- 
dad es do gel deixando exposta a parte de&te onde 
se encontra o RNA (aplica^ ao ate o final da corri¬ 
da clctroporctica). Esse procedimcnto evita que o 
tampao sc cspalhc ao redor do gel, mas que passe 
atraves dele. 

6 . Cor tar a membrana de nailon no tamanho exato da 
superficie do gel exposto. 


Nota; A membrana deve ser previamente embebida na 

solu^ao de SSC concent rad a 20 x por 10 min. 

7. Colocar a membrana sobre a superficie do gel evi¬ 
tando a format ao dc bo lb as. 

Nota: Caso tcnhabolhas 3 remover utilizandourn bastao dc 

vidro, o qual deve deslizar suavemente sobre a membrana. 

8 . Umedecer novamente a membrana de nailon com a 
solu^ao dc SSC conccntrado 20*. 

9. Colocar dois papcis dc filtro sobre a membrana c 
varias toalbas de papel sobre o papel de filtro. Por 
ultimo, colocar uma placa dc vidro cum peso equi¬ 
valent a 200 g, Podc-sc utilizar uma garrafa com 
agua como peso para processo de transferencia por 
capilaridade. 

10- Dcixar transfer!ndo durante 18 boras. Em seguida, 
desmontar o sistema dc transferencia e avaliar a efi- 
ciencia da transferencia. 

Avaliafdo da Eficiincia da Transferencia 

1 . Colocar a membrana em 20 mL de solu^ao de azul de 

metileno durante 3 min e descorar em agua durante 

10 min {Quadro 6.6). Rm paralelo a cstc proccdi men - 

to, o gel deve scr corado com hrometo dc etidio. 

* 

2 . E possivel observar a presen^a das band as 28 S e 18S 
na membrana, enquanto no gel nao devera ser ob- 
servada a presen^a dc fragmentos dc RNA. 


Quadro 6,5 - Prepare das solutes dc transferencia. 


Solu^ao de cloreto de sodio e eitrato de 
sodio (SSC) conccntrada 20* 

3 M de cloreto de sodio e 0,3 M de 
citrate de tri-sodio * 211,0. Ajustar o 
pH para 7,0 com 11Cl 1 M 

E utilizada para remover as liga^o es 
inespeclficas da sonda 

Su porte solid o 

Membrana de nailon carregada positi- 
vamente e adquirida eomcreudmente 

/* 

E utilizada para a rnobilizaplo do aci do¬ 
mic leico. Manusear sempre com luvas 

Quadro 6.6- Preparo da sohi^ao dc anal isc da eficiencia dc transferencia dc RNA, 

Azul de metileno 

0,02% de azul de metileno e 0,3 M 
dc acetato dc sodio e ajustar o piI 
para 5,2 
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Fixa^ao do RNA lVansferido na Membrana 

1. Colocar a membrana sob um papel de filtro e levar 
para um estufa com temperatura dc 80°C por 2 h. 
Uma vez imobilizado o RNA, a membrana pode scr 
process ad a imediatamente ou m ant id a em local seco 
a temperatura ambiente ate o momento do uso* 

Pre-hibridizafao e Hibridiza^ao 

Prepare da Sonda Marcada com Radicisdtopo 

Nota: dcvc-sc observar todas as medidas dc seguran^a 
para o manuseio com material radiative. 

Marcafao radio ativa - encontraram-se disponiveis 
comercialmente dite rentes kits pel a marc 39 ao radio ati¬ 
va. Seguir cuidadosamente as intrudes do fabricante. 
Abaixo um resumo das principals e tap as envolvidas, 
titilizando 0 32 PATP. 

1 . Colocar fragmento dc DNA (sonda) cm banho dc 
agua fervente. 

2 . Aquecer por fervor a durante 2 a 3 min e colocar a 
sonda imediatamente cm gelo. 

3. Adicionar os dNTPs (dCTP, dCTP, dTTP) (G,5 
mM], a-32PdATP (3000 Ci/mmol, 10 pCi/pL) e 1 
a enzima do fragmento de Klenow. Homogenelzar 
vagarosamente e centrifugar a 1.00 Ox g por 10 s. 

4. Incubar durante 3 h a 25°C e adicionar 5 pL do 
tampan de termi.no (EDTA 0,2 M), 

Pre-hibridacao e Hibridafdo 

1 . Embeber a membrana contendo o RNA imobilizado 
em solu^ao de SSC con cent rada 6 X , 

2 . Transferir a membrana para 0 recipients de hibrida- 
$ao (garrafas de liibridacao) e colocar no for no de lii- 
brida^ao. 

3. Adicionar a solu^ao dc prc-hibrida^ao (ver Quadras 6.7 e 
6 . 8 ) e incubar a uma rota^ao de 6 rpm durante 2 h a 42 U C. 

4. Pi pc tar o volume desejado da sonda desnaturada na 
solu^ao dc pre-hibrida^ao c prosseguir com a incu- 
ba^ao por 18 h sob agitapao. 


Lavagem da Membrana Pos-hibrida^ao e 
Deteefao do Sinai 

A etapa de lavagem da membrana tem por objetivo 
remover as liga^oes inespedfcas da sonda ocorridas du¬ 
rante o processo de hibnda^ao. 

1 . Retirar a solu^ao de hibrida^ao, colocando-a em lo¬ 
cal adequado para o descarte do radiativo. 

2 . Adicionar 80 mL da SSC concerttrada 2 * com SDS 
a 0 , 1 %, 

3. Incubar durante 10 min sob rotaqao de 10 rpm em 
temperatura ambiente. 

4. Tro c ar a so lu£ ao de 1 avage m pel a mesm a co n ce n tra- 
£ao da lavagem anterior e repetir 0 processo. 

5. Substituir a sol 119 ao de lavagem por um igual volume 
de solufao de SSC concentrada 0 , 2 */ SDS a 0 , 1 %. 
Incubar durante 5 min sob a mesm a rota^ao a tem¬ 
peratura ambiente. Repetir este procedi mento mats 
uma vcz. 

6 . Remover a solu^ao de lavagem final e lavar a mem¬ 
brana novamentc com SSC concentrada 2 x a tem¬ 
peratura ambiente. 

7. Envoi ver o filtro em filme de PVC, selar, e exp or o 
dime de raios X por 16 a 24 h -70'C. 

Um esquema da separa<;ao eletroforetica do RNA 
toral dc musculo cardfaco dc ratos csta representado 
na (Fig. 6.4). E possivel observar o padrao de peso 
molecular dc RNA (Fig. 6.4, linha 1 ) c o padrao dc 
migra^ao dos genes da p-actina e da mioglobina, com 
peso molecular dc 1,7 kb c 0,9 kb, respcctivamcnte 
(Fig. 6 ,4A). Na figura 6.4R, csta representado 0 per- 
fil autorradiografico destes genes apos a hibrida^ao da 
membrana, inicialmente com a sonda espedfea para 
reconhecimento da mioglobina e, na sequencia re-hi- 
bridada com a sonda da (3-actina, ambas as sondas sac 
marcadas com 32 P dCTP. Apos a analise densitome- 
trica da expressao da mioglobina cm unidadcs arbitra- 
rias, sens valores podem ser normalizados pelos valores 
obtidos a partir da band a da p-actina (Mb/p-actina), 
obtendo-se, dess a forma, o valor semiqu anti tat ivo da 
expressao da mioglobina. 
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Qtiadro 6.7- Componentes da solu^ac de pre-hibrida^ao c hibrida^ao** 


DNA dc c sperm a dc sal mao 

50 pg/5 mL dc solu^ao dc prc-hibrida<;ao* 

E usado para evitar ligtg’ocs incspccificas 
da sonda com a membrana 


Podc scr adquirida comereialmen- 
te on preparada: 

2 g dc Ficoll 400 

Aliment a a viscosidade da solu^ao de 

Solu^ao dc Dcnhardt 

2 g dc PUP-360 

hibrida^ao, facilitando o contato en- 

conecntrado 10 0 X 

2 g deBSA 

100 mL agua tratada com DEPC 
Esrerilizar por filtra^ao 

tre as molecu!as. 



Porente detergents utilizado para re- 

SDS i) 20% 

20g dc SDS cm 100 mL ago a tratada 

mover as liga^ocs incspcdficas. Utili- 


com DEPC 

zar mascara durante a manipulate. 


*A solu^ao de hihrida^ao e constituida pela solugao de pre-hibridafao acrescida da sonda desnarurada. 


Quadro 6.8 - Prepare* da solucao dc pre-hibrida^ao. 


Reagentes 

Estoque 

Volume final (10 mL) 

Formaniida a 50% 

100% 

5,0 mL 

SSC conccntrado 3 X 

20x concentmdo 

1,5 mL 

10 e n h a rd f co n cen r r ado 10 X 

10Q* conccntrado 

2,0 mL 

SDS a 2% 

20% 

1,0 mL 

DNA dc Scilm ao 50 ]ig/niL 

10 mg/mL 

50,0fiL 

* 

Agua desionizada q,s,p T 


450,0 pL 


1 2 3 

PM 

(kb) 




p-actina 

mioglobina 


Figitra 6,4 — Esquema da separafio eletroforetka do RNA total de musculo cardi'aco de rams e do sinal avLtorradiografico dos genes 
fl-actina e mioglobina, obtidos por meio da tecnica de Northern bfotting, (A) PM representa o rnarcador de peso molecular (RNA Ladder 
0,24-9.5 kb - ; linhas 2 c 3 rcprescntam posi^ao dc migrate do RNA mensageiro da p-actina e da mioglobina, respcctivamentc. (B) Sinai 
autorradiografico do RNA mensageiro da [1-act in a e da mioglobina, (Cortesia da Dra Gisele Gian.no cco). 
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7. Analise da Expressao Genica por 

Microarrays de DNA 

Patricia Scverino 
Eloiza Helena Hi jam da Silva 


Introdu^ao 

Na ultima decada, com a sequencia do genoma 
humane disponivel, os Cientistas depararam-se com a 
ditfcil tare fa dc analisar a expressao gcnica cm nivcis 
globais. Ja em me ad os dos anos 1980, forarn feitas as 
prirneiras tentativas para atingir esse objetivo, precur¬ 
sors dos atuais metodos dc analise cm larga eseala. 
A abordagem, que e utilizada ainda hoje, resume-sc 
na transference de sequencias de biblioteeas de DNA 
complement a r (cDNA) para membranas de nailon, dis- 
tribuidas em pontos de aproximadamente 300 microns e 
com densidade de cerca de 2.000 pontos por membrana. 
Tais macro arrays ou arranjos de cDNA sao hibridados 
com cDNA gerado a partir de RNA total ou de mRNA 
puriheado e marcado radiativamelite (Fig. 7.1) e permi- 
tem comparar a intensidade da expressao dc centenas dc 
genes dc forma simultanea. Quanto maior a expressao 
de urn gene em de term in ad a condi^ao, maior sera o nii- 
mero de mol ecu I as de cDNA obtidas e , consequente- 
mente, mais intense o sinal resultante da liibridaqao* 



Figura 7.1 — Imagern de um mac roar ray hibridado com sondas ma r- 
c ad as com ”P. Cad 3 panto represents um trails crito. Sinais mais 
fortes correspondent! a uma concentrate mais alta do tiaiiscrito na 
amostra de interes.se. 


Algumas limita^oes teenicas inerentes a essetipo de 
experimento podem ser destacadas, como a porosidade 
da membrana e as dificu blades na sua manipulaqao e 
no manuseio do material radiativo. O desenvoivimen- 
to de arranjos em suportes soli dos (Iambi as de vidro 
on polimeros) per mi tin que essas e outras dificuldades 
fossem snperadas. Com esse novo tipo de arranjo, foi 
possivel utilizer volume muito me nor de material e, 
portanto, gcrar pontos men ores (com ccrca dc 150 mi¬ 
crons) com maior densidade. Esta ultima caractcristica 
foi espccialmcntc favorccida pclo emprego dc compos- 
tos fluorcsccntcs para a dctcc^ao do sinal dc hibrida^ao, 
que ofcrcccm mu it as vantage ns cm relaqao ao material 
radiativo. Entre clas, cstao sua sensibilidade, captura 
rapid a do sinal, que c localizado c nao disperse como 
no caso da radiatividadc, a disponibilidadc comcrcial 
dc fluorocromos dc diferentes cores, cstabilidadc dos 
reagentes c o fato dc o proccsso dc marca^ao scr dire to 
(Waggoner, 2006). 

Avan^os cm automa^ao, robotica, fotolitografia c 
bioinformatica tambem contribuiram para o rapido 
crcscimcnto na utiliza^ao dos chamados microarrays dc 
alta densidade, ou micro arranjos de DNA, hoje uma 
tecnica amplamentc utilizada para a analise simultanea 
da expressao de mil ha res de genes. 

Existem dois tipos basicos de microarrays utiliza- 
dos para a amilisc da expressao gcnica. O primci.ro tipo 
comprccndc os microarrays confccc ion ados com frag- 
mentos de DNA que, em rela^ao a seu tamanho e sua 
natureza, podem ser de dupla fit a, com cerca de 200 a 
500 pares de bases e geralmente obtidos por PCR, ou 
oligonucleotide© s de fit a linica. 

Os microarrays de cDNA sao frequenternente cons- 
t mid os a parti r dc plasrmdeos contend© msertos de 
cDNAs especffkos amplificados por PCR. Alguns pi- 
colitros deste material sao depositaries sobre la min as de 
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vidro por rob os, os chain ados spotters cap axes de depo- 
sitar cerca de 100.000 pontos por lamina* As principals 
vantagens desse tipo de microarray sao sua flexibilidade, 
tuna vez que o conteudo da lamina e determ inado pelo 
pesquisador, e seu baixo custo, vantagens qne o torna 
muito popular nos centres academicos. Dentre as des- 
vantagens esta a quantidade variavel de material que 
sera depositada em cada ponto, dtficilmente control a- 
vel devido ao tipo de tecnologia utilizado* Alem dis- 
so, algumas reapoes de PCR (em geral, cerca de 10%) 
nao sao bem-sucedidas e, portanto, o ponto que deveria 
corner seu produto dear a vazio e nao sera identificado. 
Um outro problem a e a falta de controle sob re a sequen¬ 
ce dos produtos de PCR depositados, uma vez que sao 
relativamente grandes, e que s toes sob re especificidade 
das liibrida^oes sao frequentemente levant ad as. Para 
contornar tais problem as, esses microarrays sao tambem 
confeccionados com oligonucleotide os sinteticos (ge¬ 
ral me nte com 60-70 met')* Nesse case, a concentrate 
bem como a sequence a dos fragmentos sao rigorosa¬ 
me nte controladas, vantagens importantes em rela^ao 
aos microarmys de cDNA. Seu custo, entretanto, e mais 
elevado. 

No segundo tipo de micro array, os fragmentos de 
DNA sao sintetizados in situ t A primeira empresa a 
comcrcializar cssc tipo dc microarray foi a Asymetrix 
(Santa Clara, California, EUA* http://www.affvmc- 
trix.com)* A tecnologia desse tipo de sintese combina 
a fotolitografia, original me nte utilizada na industria de 
semicondu tores, e a quimica combi na tori a (Fodor et ah, 
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Figaiia 7*2 - A Asymetrix utilize uma combina^ao link a clitre fo¬ 
tolitografia c quimica combinatorial para a produce dos sous Gone- 
Chips'". (Fonte: adaptado de www.affymetrix.com.} 


1991)* O processo fotolitografico tem inicto com a co¬ 
de rtura do suporte com um composto quimico fotos- 
sensivel que impede a liga^ao direta entre o primeiro 
nucleotideo da sintese e o suporte de vidro (Fig. 7.2). 
Mascaras litograficas sao utilixadas para bloquear on 
transmitir a luz em 1 oca is especificos da super ffeie, que 
e entao recob erf a com uma solu^ao contendo os nucleo- 
tideos adenina, ci to sin a, guaninae timina* Em funqao 
da mascara, a ligaqao o cor re ape n as nas regioes do su¬ 
porte desprotegidas da a^ao da luz. Como o nucleotideo 
l igado tambem possui um grupo protetor fotossensivel, 
o processo se repete indefinidamente. Os alvos no mi¬ 
croarray sao construidos, portanto, pel a t epet 19 ao desse 
ciclo de exposi^ao e liga^ao dos nucleotideos em cada 
ponto do suporte ate que atinjam seu comprimento final. 
Os alvos sao desenhados por um software que identifica 
uma serie de 11 sondas de 25 mer em cada transcrito a 
ser incluido no microarray * Cada uma del as e pareada 
com uma sonda mismatch , desenhada para conter uma 
muta^ao no seu centro que fun cio mini como controle 
da hibrida^ao. 

Uma outra empresa que comercializa microarrays 
sintetizados in situ e a Agilent (http://ww\v.agilent. 
com)* A tecnologia das impressoras do tipo inkjet e uti¬ 
lized a para o deposito de reagentes com alta precis ao so- 
bre laminas de vidro dc tarn an ho tradi clonal Os oligo- 
nuclcotfdcos asstm construidos possuem geralmcntc 60 
mer e sao unices para cada transcrito-alvo, ao contrario 
da abordagem da Asymetrix. O que torna os microar¬ 
rays de alta densidade produzidos tanto pela tecnologia 
de fotolitografia quanto por inkjet atrativos e a padro- 
niza^ao dos processos de manufatura e bibridizaqao da 
lamina* Os result ados disso sao dados com maior repro- 
dutibilidade e com eteitos adversos facil me nte control a- 
veis por model os e analises apropriados. 

Os experimentos com microarrays produzem uma 
quantidade enorrne dc dados* Sua anal isc pode ser has- 
tante complexa e requer software e bancos de dados es- 
pecializados para armazenamento de inform at^oes. O 
tipo de analise depende da natureza dos experimentos 
realizados, podendo variar de testes estatistieos relati¬ 
vamente simples ate programas sofisticados desenhados 
para resolver problem as especificos. 

Os microarrays constituem uma plataforma de pes- 
quisa relativamente nova, com aplica^oes diversificadas 
e ainda em desenvolvimento* Assim, apesar de abran¬ 
ger te, as metodologias e as apli canoes ap re sen tad as nes- 
te capitulo nao sao exaustivas, uma vez que seu objetivo 
central e fornecer um panorama global que possibilite a 
compreensao dess a tecnologia. 
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Metodologia 

Desenho Experimental 

Em tin has gerais, sao duas as principals categorias de 
estudos em expressao genic a: as amostras podcm ser uti- 
lizadas para fo niecer intbrmaqoes sob re os genes, ou os 
genes podem fornecer info imagoes sobre as amostras. A 
primcira situaqao rep resent a uni a abordagem integrada 
dabiologia, na qual a regula^ao genicapode serestudada 
dentro de uma sofisticada rede de intera^ocs que dctcr- 
minam as respostas celulares observadas. Assim, a ativi- 
dade de uni gene deixa de ser estudada individualmente 
para scr analisada cm uni eontexto cclular. A segunda 
categoria e a que per mite a eia&sifiea^ao de doen^as, seu 
diagndstico e prognostico, e possui aplicaqoes diversas 
na industria farmaceutica e na medic in a, dentre as qua is 
destacam-se a busca de novos alvos para drogas e a carac- 
teriza^ao de respostas individuals a terapias. 

A eficacia de urn estudo utiiizando microarrays de- 
pende de urn desenho experimental adequado. O alto 
custo dcsse tipo dc experimento e citado, rmiitas vezes, 
como a razao principal para desenhos expert mentals que 
nao correspondem ao ideal, especialmente em rela^io 
au numero de amostras. E importante ter em mente que 
o numero de amostras, as chain ad as replicas tecnicas 
ou biologic as, pode comprometer a interpret acao dos 
resultados obtidos. Replicas tecnicas perm item a avalia- 
qao da variabilidadc quanto a qu anti fie aqao do material 
e a reprodutibilida.de da plataforma; replicas biologicas 
permitirao avaliar a variabilidadc biologica entre os 
grupos. Divers os me to dos c statist! cos tem side apresen- 
tados para ealcular o numero ideal de replicas, urn mi¬ 
me ro que varia dc acordo com o desenho experimental e 
com a variabilidadc biologica das amostras (Pan , 2002; 
Pavlidis ct ah, 2003; Gadbury ct ab, 20Q4) t 

A variabilidadc biologica das amostras pode ser ca- 
racterizada por diferengas gcncticas, hctcrogcncidadc 
celular no tecido e estagio da doen^a. Tal variabilidade 
e bast ante alta na e specie Humana por que os individuos 
sao genetic amen tc bctcrogcncos, mas e bem pequena 
entre linhagens de camundongos isogenicos. Assim, 
um experimento envoi vendo seres bum an os re que i um 
numero de microarrays bem maior por grupo a ser com- 
pa rad o do que um experimento envolvendo camundon¬ 
gos isogenicos. 

A heterogeneidade das amostras e uma variavel 
mu i to importante no caso de tecidos soli dos ou biop- 
sias de tumores, mas tambem em sangue periferico, 
euja mistura de populates celulares tambem e comple- 
xa (Bakay et al., 2002). Alternativas experimentals que 


podem dimtnuir este efeito incluem o isolamento de po¬ 
pulates celulares puras por citometria de fluxo (FACS, 
do ingles Fluorescence-Activated Ceil Sorter), isolamento 
de celulas por gradiente ficoll-hypaque assoriado a tec- 
nologias que utilizam anticorpos dirigidos a alvos de 
intercsse (como, por excmplo, RosetteScp da Stem Cell 
Technologies Seattle, WA, USA) e a microdissec^ao a 
laser (Emmert-Buck et ah, 1996). A anal ise do perfil de 
expressao de populates celulares puras fo niece in for¬ 
mates mais tacilmente interpretive is, mas, por outro 
ladoj perde dados sob re o microambiente. 

Outras fontes de variabilidade nos pad roes de ex¬ 
pressao gcnica associadas com o desenho experimental 
incluem o processo de rcmoqao cirurgica de amostras e 
seu processamento. Esses proccdimentos variant bast an¬ 
te de um ccntro para outro e devem ser cuidadosamente 
planejados antes do inicio dos experimentos. Em parti¬ 
cular, a situa^ao de isquemia durante a remo^ao do teci¬ 
do pode alterar a expressao genic a de forma significativa 
(TTuang et al., 2001)- To das as amostras proven!elites 
de cirurgias devem ser imediatamente congeladas em 
nitrogenio liquido e, em seguida, estocadas a -80°C, ou 
temperaturas infer lores. Essa precau^ao e fundamental 
para man ter a integridade dos transentos, cujos niveis 
de degrada^ao sao significativos apds 30 minutos a tem- 
peratura ambiente. 

Obten^ao de RNA 

Apesar de existirem diferentes protocolos e tip os de 
microarrays disponiveis, a tecnica tem sempre inicio com 
a extras ao de RNA de amostras biologic as em condi- 
qoes normals on submet id as a inter venqocs. Me to dos 
tradicionais para a extraqao de RNA total de celulas e 
tecidos incluem o reagente TrizoD (lnvitrogen). O rea- 
gente e uma solu<;ao monofasica de fcnol e isocianato de 
guanidina que man tem a integridade do RNA durante 
a homogene izaqao c a lise das amostras. Em linhas gc- 
rais, uma vez o material, homogeneizado, a adi^ao de 
clo rotor mio seguida de centrifugal ao separa a solu^ao 
em duas fases, uma aquosa e outra organic a- O RNA e 
recuperado da fase aquosa apos precipita^ao com alcool 
isopropilico e esta, a principio, livre de contamina^ao 
por DNA e protein as. Trata-se de um metodo simples 
e relative mente rapido para a extraqao de RNA de boa 
qualidade. Ressalta-se a necessidade de trabalhar sem¬ 
pre sob con didoes de refrigera^ao, com material plastico 
livre de RNase e com luvas de latex para manipula^ao. 

Muitos kits para extraqao de RNA tambem estao 
disponiveis comercialmente. Geralmente, os kits pro- 
movem a lise dc celulas com uma solu^ao que contem 
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grandes quantidades de ions caotropicos. Esta solu^ao e 
capaz de inativar as RNases, presentes em to do mate¬ 
rial biologico, e cria conduces para a adsor^ao do RNA 
por uma matriz de silica. O DNA tambem pode hear 
retido ness a matriz e, por este motivo, algo ns kits suger 
rem a aplica^ao direta de uma solu^ao de DNase. Alguns 
passos de lavagem com tampoes distiotos removem sais, 
metabolites e componentes cclularcs macromolccularcs. 
Em uma ctapa final, o RNA c cluido com agua livre dc 
RNasc. Trata-se dc uma alternativa pratica, por cm dc 
alto cue to, que fornece material de boa qu alidade para 
experimental com microarrays * E important^ salientar 
que uma parte do RNA flea ret id a na matriz utilizada 
por csscs kits, c cssa reten^ao podc scr tamanho-esped- 
fica, devendo, por tan to, scr consider ad a no momento da 
cscolha do kit. 

A qualidade e a quantidade do RNA obtido sao pa- 
ram etros essenciais para o sucesso e a reprodutibilidade 
do exp crimen to. A mb as sao gcralmcntc aval lad as por 
metodos d if creates c complcmcntarcs. Em esp cc tro¬ 
th tome tro, a densidade optica da razao 260/280 deve 
ser superior a 1,8 (em geral entre 1,8 e 2 , 1 ) e as bandas 
correspondentes ao RNA ribossomico 18S e 28S devem 
ser claramente visualizadas em gel de agarose. Alterna- 
tivamente, cstas bandas podem scr avaliadas pelo cqui- 
pamento Bioanalyser (Agilent). Esses critcrios devem 
scr respeitados para que os resultados sejarn. confiaveis. 

Marca^ao, Hibridiza^ao e Detec^ao do Sinai 

Em protocolos tradieionais, o RNA da amostra a 
ser test ad a e o da amostra controls (entre 1 e 10 jag) 
sao marea dos com fluorocromos pda incorpora^ao dos 
compos to s Cy3 ou CyS-dUTP durante a rca^ao dc 
transcribe reversa (Fig* 7.3). As amostras sao, entao, 
misturadas e hibridadas sob condipoes estringerites em 
urn unico microarray. A detee^ao da fl.uorescen.cia e rea- 
lizada por um microscopio con focal a laser. As image ns 
monocromatieas de cad a microarray obtidas por este 
seamier sao importadas por um software , quando rece¬ 
de m cores artificials e sao fusionadas* O software forne¬ 
ce informants especificas de cada microarray , incluindo 
a identifica^ao de cada alvo e os v a lores de intensidade 
da flu ore see nei a. As informa^oes finals sobre cada mi¬ 
croarray sao dadas sob a forma de razoes normal izadas 
(intensidades de Cy3/Cy5), nas quais desvios do valor 
1 (nenhuma varia^ao) indicam aumento (> 1 ) ou dimi- 
nuiyao (< 1 ) dos niveis dc expressao genica cm rcla^ao as 
amostras controic. 

Em um protocolo tambem comum, o cRNA mar- 
cado e obtido por um processo de amplifica^ao linear 


e transcribe reversa in vitro a partir de uma quanti¬ 
dade inicial de material que pode se aproximar de 100 
nm. A popula^ao de mRNA e sub met id a a transcri^ao 
reversa com a utiliza^ao de oligonucleotideo de DNA 
que contem o promotor T7 da RNA polimerase e uma 
sequencia d(T) . Depots da sintese da segunda fita de 
cDNA, o produto serve como base para a transcribe in 
vitro , que produzira as son das de cRNA marcado pel a 
mcorpora 9 ao dc nucleotideos biotinilados ou com Cy3. 
A quantidade dc cRNA biotinilado disponfvel para a 
hibrida^ao varia entre 5 c 10 pg c deve scr aproxima- 
damente 4 a 10 vezes a quantidade de material inicial e 
sen tarn an ho em gel de agarose deve estar entre 500 e 
3.000 pb* Apos a fragmenta^ao sob alta temperatura e 
em solu^ao apropriada, o cRNA deve possuir tamanhos 
entre 50 c 200 pb. 

Apos a hibrida^ao, sao realized as etapas dc lava- 
gem para a re 11109 ao son das nao hibridadas, e uma 
ctapa dc colora^o com Cy5-cstrcptavidma, no caso da 
mcorpora 9 ao dc nuclcotfdcos biotinilados, seguida dc 
lavagens para a remogao do conjugado nao ligado* A 
obten^ao dos valorcs dc intensidade dc fluorcsccncia c 
realizada de forma semelhante aquela descrita acirna, 
com a diferenfa de que cada microarray contem infor¬ 
mation sobre uma unica amostra. Nesse caso, os valores 
relatives sao obtido s pda comparable entre micro arrays 
c nao dc uma mesma lamina* 

Para macroarrays construfdos a partir dc cDNA 
depositado sobre a membrana, a marca^ao da sonda 
pode ser realizada pel a incorporaqao de 33 P durante a 
sintese do cDNA a partir de RNA extrafdo de amos¬ 
tras de interesse* Os macroarrays mais recentes tambem 
sao con fee cion ados em me rubra n as de nailon, porem 
utilizam oligonucleotideos como alvos c a tccnologia 
para dctcc^ao do sinal dc hibrida^ao c a quimiolumi- 
nescencia (como excmplo, arrays da SupcrArray Rios- 
cience Corporation, Frederick, MD, USA). Uma vez 
que a densidade desses arrays nao e elevada, o foco de 
analise geralmente compreende processos especificos, 
tais como apoptose, ciclo celular e vias de transdu^ao de 
sinal, 011 a expressao de genes sabidamente as seci ados 
com doen^as como cancer, diabetes, cardi op arias e res- 
posta i mu n ologi ca* 

Independentemente do tipo de array utilizado, 
0 resultado final sera sempre um numero elevado de 
rnedidas de intensidade de fluorescencia por amostra 
biologica* Uma vez que o expert men to completo pode 
envolver desde a 1 guns microarrays ate centenas deles, a 
quantidade de in form at; ao gerada varia em tun^ao des¬ 
ses mimeros* 
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Figuta 7,3“ Esqucma representando experimentos com muroarrays que utilizam Cy3/Cy5 para a marca^ao das sondas. O cDNA 6 nriar- 
cado por mcio da incorpora^ao dos compostos Cy3 ou Cy5-dUTP durante a rca^iio de transcricao rovers a, as amostras sao misturadas e 
hibridadas cm nm unico microarray. As informagdes finals sobre cud a microarray sao intensidades re present a das pdas cores cinza (aumento 
<ie expressao na amostra marcada com Cy3)> preta (aumento de expressao na amostra mar cad a com Cy5) mista quando aexpressao e equi¬ 
valent, Apos a coleta dos sinais* os valorem normalizados sao submetidos a analises por diferentes metodos estatistlcos. SOM = Mapas 
iUito-organizaveis; PCA - analise de componentes principals (adaptado com a permissao de Macmillan Publishers Ltd; Nature Clinical 
Practice Oncology Lonning et aL, 2: 26-33, copyright 2005). 


Analise dc Resultados: Estatistica e 
Rioinformatica 

Urn a das gr ande s dificuldades do emprego de mi¬ 
croarrays para e stud os de expressao genica e a mani- 
pula^ao de gr a tides quantidades de dados. A utilidade 
destes dados depende, em primeiro lugar, das inior- 
ma^oes disponiveis sobre cad a urn a das sequences as- 
sociadas com cad a ponto do microarray * ou seja ? sobre 
os genes que elas representam. Tambem depende de 
urn conhecimento profundo da biologia dos sistemas 


cstudados, caso contrario as informacoes obtidas nao 
serao corretamente interpret ad as, Pode-se dizer que a 
analise de dados precedences de experimentos de mi- 
c roar rays possui um ca rater expl orator to e visa suge- 
rir experimentos adicionais capazcs dc corroborar as 
observances colctadas, Divers os program as comer dais 
ou gratuitos estao disponiveis para a analise de dados 
de microarrays , mas nenhum deles, individualmente, 
e capaz de responder a todas as pergutitas que podem 
ser propostas. 
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Normaliza^ao 

O primeiro passo para a analise dos resultados de 
experimentos com microarrays consiste na normaliza^ao 
dos valores de intensidade entre os diterentes arrays, 
perm it i lido que estes valores sejam diretamente compa- 
raveis entre si. Se um expcrimento utiliza divers os mi¬ 
croarrays ^ c import ante que as variances detect ad as entre 
clcs sejam de origem bioldgica; outros tipos de varia^ao 
devem ser removidos para que as mforma^ocs obtidas 
sejam fidedignas. Esse proccsso c chamado dc norma- 
liza^ao, Quando o desenho experimental utilizando 
uma mesma plataforma de micro arrays compara dados 
colctados si multanc ament c, com amostras repre sen tan- 
do populaqoes celnlares homogeneas e com uma mesma 
quantidade de RNA inicial, a normaliza^ao pode signi- 
ficar apenas um ajuste na intensidade total da lumino- 
sidade de cada micro array . Entretanto, e de forma geraf 
os e stud os que utilizam esse tipo de tecnologia sao bem 
mais complexes. Cu id ados ressaltados no item ''Dese¬ 
nho Experimental' 1 favorecem resultados mais homoge- 
ncos, mas algumas cor redoes sao nc cess arias. 

Conre^ao do Ruulo de Fundo {Background) 

O primeiro ajuste a ser considerado avalia o back¬ 
ground ou ruido do microarray. Esse eieito e geralmente 
causado por reilexos do laser sobre a superfieie da la— 
mina, ou por sais ou outros residues remanes cent es do 
processo de bibrida^ao. A corre^ao do background visa 
ell rmnar o efeito desse ruido. Di versos st stem as sao uti- 
lizados com essa final idade, variando de acordo com a 
plataforma e com o software escolhido* Um dos me to- 
dos basicos empregados para essa eorregao e a detec^ao 
do background local ( local neighborhood detection) , com a 
avalia^ao da area imediatarmente ao redor do ponto, que 
define o ruido a ser subtraido do valor dc intensidade do 
sinaL Trata-se dc um tipo de corrc^ao robusta que leva 
cm consider a^ao pequenas variances presentes por to do 
o microarray. Entretanto, e precise que os pontos cstc- 
jam sufidentemente espaqados para que a regiao toma- 
da para calcuio do background i\ ao inclua a intensidade 
dc um outro alvo. 

Um outro tipo de corre^ao do background utiliza 
controles negatives* Esses controles podem ser oligo- 
nucleotideos aleatorios, genes b acted an os ou qualquer 
outra sequencia que nan bihridize com o genoma em 
analise. Trata-se de um sistema de correqao global que 
nao con side ra varia^oes locals do background . Uma va- 
ria^ao desse tipo de corre^ao e a que utiliza send as do 
tipo mismatch. Para cada alvo no microarray , existe um 
alvo com um ou dois nucleotide os trocados que permi- 


tem avaliar o fen dm e no de hibrida^ao cruzada de forma 
similar aos controles negatives* Essa abordagem permi- 
te uma analise da variable do background local, uma vez 
que os alvos com nucleotideos trocados estao proximos 
ao alvo cor re to. Este tipo de analise e realizado pelo 
algoritmo MAS 5.0 para microarrays da Ailymetrix. 

Um ultimo tipo de correqao de background utiliza 
modelos estatisticos, que variant de acordo com o algo- 
ritrno escolhido. Dois algor it mo s base ados em mode¬ 
los e co mum ente empregados para a correqao do back¬ 
ground sao o RM A (do ingles Robust Multichip Average, 
Rolstad et aL, 2003, Irizarry et aL, 2003) e o MEET (do 
ingles Model Based Expression Index , Lie Wong, 2001). 

Metodos de NormalEstatistic a 

Os cstudos iniciais c prindpalmcntc aquclcs com 
macroarrays c marca^ao radiativa utilizavam genes dc 
expressao constitutiva, os cha mad os genes housekee¬ 
ping, como controles para a normalizaqao dos dados. 
A normalizapao com base na expressao de genes hou¬ 
sekeeping, como o giiceraldeido-3-fosfato desidrogenase 
(GAPDH) ou p-act in a (ACTS), possui valor limitado, 
uma vez que a regula^ao destes genes pode variar, por 
exemplo, em tecidos tumorais e normals (Rubie et aL, 
2001 ; Khimani et aL, 2005). 

A forma dc normaliza^ao mais simples consiste cm 
colocar to dos os micro arrays dc um expert mento cm uma 
mesma esc ala, dc forma a igualar a media (ou valor total) 
da intensidade do sinal cm todos clcs. Esse proccdimento 
parte do principio dc que a quant idade total dc mRNA 
cm cada amostra testada e a mesma, assume que a distri- 
buifao das intensidades e normal (Gauss) e simplesmente 
centraliza a distribuiqao ao redor de um valor determi- 
n ado. O algor itmo MAS 5.0 da Asymetrix utiliza. esta 
abordagem, porem com algumas modiiica^oes; ele elimi- 
na os valores numericamente muito distances dos demais 
dados (1% dos valores mais elevados e 1% dos valores in¬ 
fer lores) e centraliza a media dos valores restantes. 

Em experimentos que utilizam dois fluoroforos, a 
variaqao intensidade-dependente pode introduzir um 
vies nas informa^oes coletadas* A normaliza^ao do tipo 
Lowes s (ou Loess) fusion a os dados das duas cores c 
aplica um ajuste que remove tal varia^ao* A curva Lo- 
wess gerada depots da normaliza^ao deve ser uma 1 inha 
ret a, indicando que a razao entre os valores obtidos com 
cada um dos dois fluoroforos nao mais depende das in- 
tensidades. Esse tipo de normalizacao e eficaz quando a 
niaioria dos genes nao possui expressao diferencial en¬ 
tre as condifoes comp ar ad as e quando os nfveis de ex¬ 
pressao dos genes muito e pouco expressos sao simetri- 
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cos. Essas condfeoes sao encontradas ein experimentos 
que estudam a expressao genica global, no genoma, mas 
nem sempre sao reais em micro arrays personalizados 
que visam estudar regioes especideas de um genoma 
(Oshlack et al*, 2007). 

Um outro tipo de normaliza^ao e a por quantM 
{quantile normalization ), no qual a distribuiqao das in- 
tensidades dos microarrays e modificada e transfer mad a 
em uma distribuiqao comum entre des (Bolstad et al., 
2003). Apesar de ocorrer uma ccrta perda de in form a- 
^des, essa abordagem mantem as varia^oes entre slnais, 
pois elcs sofrerao menor influ entia dc intensidades mui- 
to altas on rnuito baixas. Os algoritmos RMA c MBEI 
utilizam esse tipo de normal izat; an. 

Identificncao de Genes Diferencialmente 
Expresses 

Sao inumeras as abordagens para a analise de dados 
visando identifica^ao de genes diferencialmente expres¬ 
ses. A aplica^ao de diferentes algoritmos matematicos 
aos dado s gcra d os pci os experimentos tem influencia 
import ante sobre as con clu sees, isso porque o poder cs- 
tatistico de idcntificaqao destes genes varia dc acordo 
com os modefos escolhidos. 

Os algoritmos e statistic os do tipo AN OVA (Ana¬ 
lise de Variancia, um teste e statist ico que avail a di fe¬ 
re nqas entre as medias de dois ou mais grupos), testes 
/ (testes que determinant se a diferenqa entre dois gru- 
pos e es tat is tic am ente significativa por meio da com- 
para^ao entre duas medias indepen dentes) e testes nao 
paramctricos como Mann-Whitncy (Wileoxon) sao 
amplamcntc utilizados* Entrctanto, as condfeocs para a 
utiliza^ao desses testes sao cspccfficas c devem scr rcs- 
peitadas para que os resultados sejam vaiidos. 

A maioria dos experimentos com microarrays pos¬ 
se i como caractcnstica a analise dc uma grande quan- 
tidadc de para metros dc forma simultanca (os genes), 
c cm um numcro limit ado dc amostras (os microar¬ 
rays). Nesse tipo de situa^ao, a analise de mil bares de 
transcritos com a aplica^ao de valores a (probabilida- 
dc de obter um erro do tipo 1) dc forma semelhante ao 
que c rcalizado cm outros tipos dc analiscs cstatfsticas 
gcra ccntcnas dc falso-positivos A clevagao no numc¬ 
ro de amostras pode aumentar o poder dos testes, mas 
e uma solu^ao muitas vezes proibitiva devido ao custo 
desses experimentos, Para contornar esse problema, 
sao utilizados tratamentos estatisticos cspectficos que 
minimizam o niimero de falso-positivos e falso-ne- 
gativos, como o FDR (do ingles False Discovery Rate, 
Benjamini e Ho ebb erg, 1995) e metodologias relaeio- 


nadas como MMMs (do ingles Mixture Model Meth¬ 
ods, Alison et aL, 2002). 

Uma outra abordagem para a analise de conjuntos 
de re suit ados de ex pres sao genic a consiste na sua classi¬ 
fy ca^ao. Essa classifica^ao pode ser realizada em fun^ao 
de categorias predeterm in ad as (abordagem supervi- 
sionada), ou sem o conhecimento previo de categorias 
(abordagens nao super visionad as). Os algoritmos que 
realizam agrupamentos do tipo nao supervisionado tem 
como objetivo a descoberta de classes ou grupos de ge¬ 
nes corregulados. Cada um deles apresenta vantage ns e 
desvantagens e devem ser avaliados dentro de contextos 
espccilicos antes da sua adoqao para a interpreta<;ao de 
dados. Dcntrc des, estao os mapas auto-organizaveis 
(SOM, do ingles Self-Organizing Maps) e a analise 
de componentes principals (PCA, do ingles Principal 
Component Analysis)^ alem do agrupamento hierarquico 
c do agrupamento por ^-medias. 

SOM c uin tipo de analise matematica apropriada 
para o rcconbccimcnto c a classificaqao de caracteristicas 
em dados complexos e multklimensionais, como aqueles 
geratios em experimentos com microarrays. Essa abor¬ 
dagem foi utilizada, por exemplo, para a caracteriza^ao 
dc grupos dc hcpatocarcinomas com diferentes graus dc 
diferenda^ao (lizuka ct al., 2005). A analise dc compo¬ 
nentes principals c mais frcqucntcmcntc utilizada para a 



Genes ou amostras sao representados como pontos em 
um espa^o multidimensional, dc forma similar ao que 
ocorrc nos SOMs. As componentes principals sao repre- 
sentadas por vc tores tics sc espa^o e cap tu ram as varia^oes 
presentes nesses pontos. A primeira componente captura 
uma parte maior da varia^ao do que a segunda e assim 
sucessivamente (Raycbaudhuri et al., 2000). 

O agrupamento hierarquico gcra agrupamentos dc 
genes ou amostras que possucm pad roes dc express ao 
similares. E a tecnica mais frequentemente utilizada 
para a analise de dados de microarrays. Os resultados 
sao apresentados sob a forma de dendogramas, arvo- 
res com pi etas onde as folhas repre sen tarn padroes in¬ 
dividuals (genes ou experimentos), e a raiz, o ponto 
de convergent'] a de to dos os gal ho s. Entrctanto, dado 
o mi mere elevado de genes, sempre serao observados 
agrupamentos e esses nern sempre tcrao valor biologi- 
co significativo* A interpreta^ao dos resultados, por- 
tanto, deve ser realizada com cautela e considerar o 
conhecimento sob re a biologia do si stem a. 

Metodos supervision ados tem como objetivo encon- 
trar genes diferencialmente express os entre grupos de 
amostras ou elassificar determinada amostra, ou genes, 
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dentro de categorias conhecidas, Entre algoritmos de 
classifica^ao supervisionada estao SVM (do ingles Sup¬ 
port Vector Machine) (Brown et aL, 2000). SVMs visam 
encontrar as combina^oes de genes que melhor separam 
amostras biologicas. Urn exemplo de aplica^ao e a clas- 
sifieacao de neoplasias. A seleqao de genes capazes de 
prever a qual classe de tumor determinada amostra per- 
tence e feita a partir de uni numero bast ante e lev ado de 
genes expresses ein um numero relativamente pequeno 
de amostras. A sele^ao deve consider ar, ainda, qua is sao 
os genes que melhor contribuem para a classificaqao das 
amostras. 

Apresenta^ao e Valida^ao dos Resultados 

Uma preocupa^ao crescetite dentro da comunidade 
ciertffica e o de s envoi vi men to de metodos que possibili- 
tem o compartilhamento de informatics entre platafor- 
mas experimentais e grupos de pesquisa independentes 
vis and o um melhor aproveitamento dos re suit ados de 
microarrays. Esse e o objetivo principal do grupo de 
disc us sao denominado Micro array Gene Expression 
Data Society (MGED), constitmdo por biologos e cien- 
tistas computacionais espccialistas em microarrays. Em 
2001 , esse grupo formulou um guia para anota^ao de 
plataformas de microarrays e apresenta^ao de resultados 
(MTAME, do ingles Minimum Information About A 
Microarray Experiment) que inclui informa^oes sob re 
o desenho experimental (numero e caracteristica de 
amostras), prepara^ao c marcaqao das amostras, para- 
metros de hibrida^ao e colcta de dados (Brazma et aL, 
2001). Esse guia nao tem como objetivo definir como os 
experiment os d event ser realizados, e sim fornecer uma 
quantidade de infbrmaqocs adequadas associadas com 
cad a experimento pubbeado ou dispomvcl ao publico de 
maneira que os experiments possam ser reproduzidos 
ou aproveitados pel a comunidade academic a. Grande 
parte dos periodicos coneeituados exige que a apresen- 
ta<;ao dos re suit ados esteja de acordo com ess as regras 
antes de permitir sua publica^ao. 

As informa^oes geradas por experimentos com 
microarrays sao complexas, o que per mite reanalises 
por grupos independentes coin interesses dilerentes 
ou mesmo seme lb antes sobre deter min ado rein a. A 
busea por in formates complement ares dentro de um 
conjunto de dados abre possibilidades para novas des- 
cobertas ou para a corroborate de resultados obttdos 
independentemente. Essas estrategias favorecem o de- 
senvolvimento da tecnologia e colaboram para acelerar 
o processo que visa a aplica^ao dos resultados, princi- 
palmente em biomedicina. 


Ao la do disso, a necessidade de valid a r questoes 
operacionais de exp crime ntos com microarrays e um 
con sen so em pesquisa, A varia^ao de expressao entre 
duas amostras pode ser um fa to que ocorre ao acaso, 
principalmente quando um numero elevado de trans- 
critos c testa do. Esse tipo de cvcnto e chamado de erro 
do tipo I (ou falso-positivo) e deve-se a variabilidade 
aleatoria durante a amostragem. Para a constata^ao de 
que os resultados obtidos em um estudo nao sejam fab 
so-positivos, rccomcnda-sc a avalia^ao da expressao dc 
transcritos sclccionados cm novas amostras biologicas, 
mas mantendo o desenbo experimental inicial. Essa 
avaliacao pode ser realizada, por exemplo, por proce¬ 
di me ntos que analisam a abundancia dc mRNA dc for¬ 
mas outras que o microarray , como por PCR cm tempo 
real por exemplo, A utiliza^ao dessc tipo dc anal isc cm 
uma nova amostragem do mesmo material biologieo 
ja utilizado para o ex per Line nto com microarray possui 
pouca contribui^ao para a valida^ao dos resultados, uma 
vez que nao fornece intbrmaqoes adicionais, alem dc um 
controle da qualidade tecnica da plataforma de micro- 
array escolhida. Tecnicas como a imunoistoqmmica e 
abordagens de protedmica fornecem informaqdes com- 
plementares aos expe rime ntos com microarrays e sao de- 
sejaveis no momento da valida^ao dos resultados. 

Aplica^oes e Considerafdes Finais 

A tecnologia dc microarrays , a Lem de scu uso cm 
pesquisa basic a na area de genomic a funcional, auxb 
liando na identifica^ao de fun^oes de genes novos ou 
ainda nao bem caraeterizados, possui uma infinidade 
dc usos cspccificos c dc aplica^ocs com grande potcncial 
cm Biomcdicina, 

De litre essas aphea^des esta a identifica^ao de pa- 
drocs metabolic os ou genes corrclacionados com diag¬ 
nose ico e prognostico cm docnqas humanas; o objetivo 
neste caso e selecionar biomarc adores com caracteristi- 
cas tacilmente mensu ravels durante a pesquisa clinic a, 
por cxcmplo. Em infectologia e Microbiologia, pad rocs 
de expressao genic a tem sido avail ad os tanto para o 
diagnostico de mfeegoes quanto para a caracteriza^ao 
da resposta do bospedeiro a diferentes patogenos e dro- 
gas utilizadas para seu controle (Jcnncr e Young, 2005). 
Em Farmacologra, os microarrays perm item determi- 
nar padroes diferentes de expressao genica em tecidos 
submetidos a varias drogas ou doses de deter mi nado 
mcdicamcnto. A especificidadc de alvos pode ser ava¬ 
il ad a comparando-se o efeito de um composto de a^ao 
conhecida com noyos compos to s, cuja atividade se pre- 
tende testar (Ross et al. } 2000; Sc her! et al., 2000). Em 
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Toxicologia, pad roes de expressao gen tea cm organ is* 
mos-modelo ou em tecidos podem sugerir eleitos adver- 
sos para o bometn* Farniacogendmica e toxicogenormca 
sao dois termos atuais que representam uma fusao entre 
a genomic a funcional e a farmacologia molecular. Es- 
sas areas vis am encontrar correlates entre a resposta 
a drogas c toxicidadc c o perfil gcnctico dos padentes, 
re s pe c ti va me nte. 

No caso de doe ng as complexes e multi genic as, o 
grande desafio e a identificapao de genes associados com 
o risco aumentado para o desenyolvimento da doen^a. 
Op rimeiro passo para a tdentifica^ao desses genes com- 
preende analises de liga^ao (linkage), uma teeniest capaz 
de revelar as regioes cromossomicas envolvidas. Entre- 
tanto, essas rcgiocs sao geralmentc grandes demais para 
permitir o rastreamento rapido de genes com urn pa pel 
importante na etiopatogenia. A analise da expressao ge¬ 
nic a por microarrays podc ajudar ness a busca, uma vcz 
que fornece indicios do envolvimento de genes especifi- 
cos em processus celulares associados com a doen^a. A 
sintese da informayao fornccida por duas linhas inde- 
pen dentes de busca de evi dene las, o estudo de linkage e 
o micro army, e o que torn a a abordagem rmais consistent 

te (Li ct al.j 2001). 

Em relapao ao cancer, sua aplica^ao atinge dife- 
rentes nfveis. Na maioria das vezes, o diagnostico con- 
vencional dos multiples tipos dessa doenpa e baseado 
na aparencia de tecidos cor ados e anal is ados por pato- 
logistas tre in ados* A utiliza^ao dc microarrays ofcrecc 
uma alternativa para sua classifica^ao e avaliayao de 
prognostico com base no perfil de expressao genica. 
Os resultados podem re velar corn porta memos biold- 
gicos e respostas a t rat amen to que diferem de acordo 
com subtipos definidos pelo perfil de expressao, tam- 
bem chamado de assinatura molecular do tumor. Den¬ 
tre os prime iros trabalhos que apresentaram resultados 
util iz an do esse tipo de abordagem, esta o de Golub 
et al. (1999). Esses autores utilizaram urn sistema de 
classificapao baseado no monitor a mento da expressao 
gcnica global cm lcuccmias agudas c foram capazcs dc 
distinguir entre leueemia mieloide aguda e leucemia 
linfoblastica aguda. Em cancer de mama, van de VI- 
jver ct ab (2002) associaram o perfil dc expressao dc 
70 genes previamente selecionados ao prognostico de 
pacientes corn carcinoma primario de mama* Seus re¬ 
sultados leva ram ao dcs envolvimento dc um exame, o 
MamaPrint, ja aprovado pclo FDA (do ingles Food and 
Drug Administration) e comercializado para acompa¬ 
nha mento de padentes especificos. 


Apesar de grandes avan^os, autihzaqao de microar¬ 
rays na rotina clinic a ainda nao e uma realidade e com- 
preende uni grande desafio que envolve principalmente 
a redu^ao de seus custos e a automatizayao na prepara^ao 
de amostras e na analise de resultados. Os dados dis- 
poniveis na literatura, entretanto, nao deixam duvidas 
sobre sua importancia na gera^ao de biomarcadores po- 
tenciais e de informa^oes sobre os mecanismos de de- 
senvolvimento e progress an de doen^:as. 
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8. Analise da Expressao Genica por 
Ensaio de Protefao a Ribonuclease 

Demid Giannella Neto 
Maria Lucia Cardilho Corn?a Giamietla 


Introdu^ao 

o ensaio de prote^ao a ribonuclease (RPA: ribonu¬ 
clease protection assay) c um me to do scnsivcl c especifi- 
co para a detectao e quantifica^ao de especies de RNA 
mensageiro (mRN A) em amostras dc RNA total. Difc- 
rentemente do Northern hiding, no qua! a liibridapao e 
realizada coni o RNA adsorvido a uma membrana* no 
RPA a hibrida^ao e feita em soluqao, utilizando-se uma 
sonda de RNA complement ar a sequencia do mRN A 
que sc quer estudar (mRNA-alvo)* 0 produto da hibrt- 
da^ao e submetido a um tratamento com RNases, en- 
zimas capazes de digerir apenas fitas simples de RNA. 


Assim, os tran sc rites de mRNA-alvo que se hibridaram 
a sonda c for mar am RNA dupla-fita sao protegidos da 
digestao, enquanto todos os mRN As que nao sc ligaram 
a sonda c o cxccsso dc sonda (fitas simples) sao dcstrul- 
dos pel as RNases. Os fragmentos dupla-fita (fragmentos 
“protegidos* 7 ) sao, entao, separados eletroforeticamente 
em gel de poliacrilamida, o qual, desidratado ou nao, 
c exposto a um filmc radiografico para que o sinal da 
sonda marcada possa scr mensurado. A intensidadc do 
sinal gcrado c diretamente propordonal a quantidadc dc 
mRNA-alvo na amostra de RNA total (Fig. 8.1). Case 
uma sonda para um cent role interne (gene housekeeping ) 
ou a fit a identic a a sequencia do mRNA-alvo (fit a sense) 
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Figura 8.1 - Representa^ao esquematka das ctapus do ensaio dc piotecao a ribonuclease 1. Isolamcnto do RNA total da amostra dc celula 
on reci do. 2. Sfntese da sonda radiativa. 3. 1 librida^ao da sonda marcada com o RNA total para a fbrmaeao de RNA dupla-fita (mRNA-alvo 
- sonda). 4, Tratamento do produto da hibrida^ao com RNases especfficas para RNAs dc fita simples que degtadam o cxccsso dc sonda que 
nao se hibridou c os mRNA nao alvo. 5. Purificagao dos RNA dupla-fita (fragmentos protegidos). 6 c 7. Separate dos fragmentos protegi¬ 
dos resistentes as RNases etn inn gel desnaturante de poliacrilamida e posterior se cage in do gel e exposi^ao autn dime radiografico. 
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sintetizada in vitro seja inclufda no procedi men to, nen- 
saio pode ser usado, respectivamente, para a quantilica- 
cao relativa ou absoiuta dos transcritos de mRNA-alvo. 

A reatizapao dcste ensaio foi possibibtada pel a iden- 
tHkapao e caracterizapao das RN A polimerases depen- 
dentes de DNA dos bacteriofagos SP6, T7 e T3 e pel a 
elucidapao de suas sequencias promotoras* Essas polime¬ 
rases sao ideals para a sintese de son das de RNA com a It a 
atividade espccifica a partir de sequencias dc DNA L< mol- 
dc’ T , pois apresentam alto grau de fidelidadc a seus pro- 
motores, sao capazes de permitir altas taxas de polimeri- 
zapao, transcrevem segmentos longos de mo do eficiente 
e nao necessitam dc altas conccntrapocs dc ribonucleo¬ 
tide os (rNTPs)* Dess a forma, uma sequencia de DNA 
complementar (cDNA) que codifica um fragmento do 
mRNA-alvo podc scr subclonada cm um plasmideo que 
contcm promo tores dc bacteriofagos, e css a construpao 
pode ser usada como molde para a sintese de sondas de 
RNA marcadas (radiativamente ou nao) cornplementares 
a sequencia do mRNA-alvo (sondas antisense). 

A tccnica dc RPA cnvolvc as ctapas dcscritas abai- 
xo. Em to das el as, devem ser tomadas precaupoes para 
evitar a contain inapao com RNascs; 

1. Extrapao do RNA total dos tecidos /celulas nas con- 
dtpoes experimentals que se quer invest! gar* Reco¬ 
mend a-se a utilizapao de protocolos de extrapao que 
resultem em RNA total de alta qualidade. 

2* Sintese de uma sonda de RNA marcada cornplc- 
mentar a sequencia de mRNA-alvo (sonda antisen¬ 
se) - tarde do D dia. 

3. Hibridapao da sonda marcada com o RNA total - 
noite do l c dia* 

4* Tratamcnto do produto da hibridapao com leases 
especificas para RNAs de fita simples, que degra- 
dam o excesso de sonda que nao se hibridou e os 
mRNA nao alvo - 2 a dia* 

5, Puriiicapao dos fragmented protegidos - 2“ dia* 

6. Separapao dos fragmenros protegidos resistentes as 
RNases (hibridos mRNA-alvo — sonda antisense) 
cm um gel denaturante dc poliacrilamida - 2° dia* 

7* Secagem do gel e exposipao a um lilme radiogra- 
fico para a quantiheapao da sonda “protegida” pelo 
mRNA-alvo - 2- dia* 

Recomendafdes Gerais 

Os cuidados que devem scr tornados cm rclapao a 
contaminapao com RNAses variam nos diferentes labo¬ 


ratories. Recomend a-se o uso sistematico de luvas no 
manuseio dos reagentes e em todas as etapas do RPA, 
e de agua ultrapur a livre de RNase* tubes e ponteiras 
autoelavadas. Caso exista a suspeita de que esteja ocor- 
rendo contaminapao de reagentes com RNases, reco- 
menda-se fazer al [quotas de todos os reagentes em pe- 
quenos volumes e a utilizapao de ponteiras com barrel ra* 
Alguns laboratorios tratam a agua ultrapura, os tubos 
c as ponteiras com DEPC (diet ilpi roc ar bona to), subs- 
tancia capaz dc inativar nucleases, inclusive RNascs. A 
forma mais segura dc se fazer solupocs iivrcs dc RNascs 
e a utilizapao de reagentes molecular biology grade (grau 
de biologia molecular) em agua ultrapura tratada com 
DEPC (agua ultrapura tratada com DEPC a 0,1% por 
aproximadamente 12 h c postcriormcntc autoclavada 
durante 20 min). 

Sintese de RNA 7// Vitro - Sonda 
Antisense Radiativa 

Para a sintese in vitro de moleculas de RNA de fita 
simples, utilizam-se vctores contendo multiples sitios de 
cion age in (j multiple cloning site - MCS) flanqueados de 
cada um dos lados por sequencias pro mo tor as para as 
polimerases dos bacteriofagos SP6, T7 ou T3 (Fig* 8.2)* 
Estas construpoes perm item tan to a sintese de molecu- 
las dc RNA sense como dc RNA antisense a partir das 
sequencias clonadas no MCS* Os plasmidcos sao, gcral- 
mente, lincarizados com uma enzima de rcstripao para 
que os transcritos de RNA sintetizados ten ham um ta¬ 
rn an ho defmido. Alem de plasm ideos, produtos de PCR 
e oligonudeotideos sinteticos podem ser usados em re- 
apoes de transcripao, desde que contenham a sequencia 
promo tor a para as polimerases dos bacteriofagos. 

A sensibilidade do RPA depende da atividade espe- 
cifica da sonda, definida como o nivcl dc radiatividadc 
(medida em contagens por minuto ou “cpm”) presente 
no produto da reapao de tr an scrip ao in vitro em relap ao 
a massa total desse produto* Um dos quatro nueieotL- 
dcos acrcscentado a reapao, por cxemplo, uridina tri- 
fosfato (UTP), c marcado com [ >2 P] c a radiatividadc 
c determinada pcla quantidadc dc UTP radiative tn- 
corporada ao transerito durante a reapao de transcripao* 
A atividade especifica dependent so me rite da relap ao 
|' P]-UTP:UTP nao marcado adicionado a reapao. A 
concentrapao do nucleotfdeo marcado e geralmente o 
fator 1 imitante da reapao, de forma que, se a concentra¬ 
pao do Ll nuc1eot]deo 1 imitante” e muito baixa, a RNA 
polimerase nao propicia a sintese de transcritos comple- 
tos (transcritos full-lengh ). Assim, quail do somente se 
acrescenta UTP marcado a reapao, obtem-se uma sonda 
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de alta atividade especifica, no entanto, os transcritos 
de RNA podem dear incompletes, pois a baixa concen- 
tragao de UTP, que foi fornecido apenas pel a solupao 
de [ 32 P]-UTP, limita a transcri^ao, An se acrescentar 
UTP nao marc ado a rea^ao, obtem-se send as transcri- 
tas completes, no entanto, perde-se na atividade espe¬ 
cifica da sonda. Quanto maior a coneentra^ao de nu¬ 
cleotfdeo limit ante nao marc ado adi cion ado a rea^ao, 
me nor a atividade c specific a da son da. A c o nc entr a cao 
do nucleotidco limitantc deve scr maior que 3 pM para 
a maior ia dos transcritos menores que 400 nucleotide os 
(cuncentraqoe s maiores podem ser necessarias para a 
si etc sc dc transcritos maiores), Quando sc quer son das 
com atividade especifica muito alta, deve-se omitir o 
micleotideo limit ante nao rn area do. 

O volume da rca^ao deve scr pequeno para que 
a conccntra^ao do nucleotidco marcado seja otimi- 
zada sem que se aumente muito o custo deste en¬ 
saio. Geralmente se utiliza o [a- 2 PJ CTP ou UTP 
nas concentrates dc 800 Ci/mmol c 10 mCi/mL. 
O uso dc 50 pCi de [-’PJNTP nestas concentrates 
em um volume de rea^ao de 20 pL resulta em uma 
coneentra^ao de 3,125 pM do p 2 PJNTP e em son das 
de RNA com atividade especifica aproxinriada de 4x 
10* cpm/pg. 


Nucleotideos marcados de maior atividade espe- 
cifica (por exemplo, 3.000 Ci/mmol) podem ser utili— 
zados, mas, como geralmente sac comercializados na 
concentra^ao de 10 mCl/mL, os mesmos 50 pCi em um 
volume de reagao de 20 pL resultam em menor concen¬ 
trate do nucleotfdeo limitante, diminuindo significa- 
tivamente a sintese de son das dc transcritos completes, 
a me nos que se acrescente nucleotfdeo nao rn arc ado a 
rea^ao. Existcm produtos comercialmcnte disponiveis 
que perm item a sintese dc sondas dc altissima atividade 
especifica por meio do uso de veto res com sequencias 
livres dc nucleotideos C cU presentes logo apos a sc- 
quencia pro motor a, o que diminui significativarnente 
o indice de interrup^ao de transcribe com o uso de 
nucleotideos dc alta atividade especifica (3,000 ou ate 
6.000 Ci/mmol), sem necessidade de adiqao de nucleo¬ 
tfdeo nao marcado. 

As sondas dc RNA podem ser separadas do DNA 
“molde” por meio do tratamento com DNase apos a 
rea^ao de transcricao in vitro. A purificacao da son- 
da para a retirada dos nucleotideos nao incorporados 
pode ser obtida por meio de colunas de Sephadex, pre- 
cipita^ao com etanol e acetato de sodio ou cloreto de 
Iftio ou a in da por purificacao em gel. 


Caleulo da Atividade Especifica da Sonda 


MCS 


rS 



Figura 8.2 - Rcp-rusenta^ao esquematiea dc um plasmiclco contcndo 
cDNA de am mRNA-alvo flatiqueado de cada um dos lados por 
sequenrias promotoras para as poJimera&es dos bacteridfagos .HP6 c 
T7, Podc-sc fazer a transcribe in vitro para a obten^ao da sequen- 
cia antisense (adicionando-se a enzima. Sl J 6) ou da sequencia sense 
(adi cion an do-se a enzima T7) apos a linearizafto do plasmideo por 
enzimafv de restricao. MCS — Multiple Cloning Site. 


A quantidade de RNA a ser bib rid ad a depend era 
da abundanda do mRNA que se esta estudando, hem 
como da atividade especifica da sonda, que determina a 
sensibilidade deste ensaio. Assim, c importantc que se 
saiba calcular a atividade especifica da sonda sintetiza- 
da e que se seja capaz de modificar as concentrates de 
nucleotidco marcado c nao marcado para que sc ohtc- 
nbam sondas com a atividade especifica apropriada para 
o mRNA que se quer estudar. 

Para uma dctcc^ao quantitativa do mRNA-alvo, 
deve haver um exeesso molar da ordem de 3 a 10 ve- 
zes da sonda em rela^ao ao mRNA-alvo. Em casos de 
mRNA muito abundantes (como, por excmplo, o dc um 
gene de controle inter no) t 2 a 8 x 10 4 cpm de uma sonda 
de alta atividade especifica a cada 10 pg dc RNA total 
e suficiente para manter o exeesso molar. Para mRNAs 
coiisiderados abundantes (> 0,1% do mRNA total), po¬ 
de-sc utilizer aproximadamente 7 x 10 4 cpm de uma 
sonda de alta atividade especifica a cada 10 pg de RNA 
total. Com a utiliza^ao de sondas de alta atividade es¬ 
pecifica (> 3 x 10* cpm/pg), pode ser necessario o uso 
de uma maior quantidade de cpm para se alcan^ar o 
exeesso molar ideal. 
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Pode-se cakular a atividade especifica e o rendi- 
mento da rea^ao dc transcribe conhecendo-se a quan¬ 
tidade de nudeotideo limitante (marcado e nao marca- 
do) adicionada a rea^ao e estabelecendo-se a quantidade 
dc P 2 P] UTP incorporada ao produto da transcribe 
(assume-se que a rcla^ao de UTP marcado: UTP nao 
mare ado incorporada reflita a relaqao pre sente na rea- 
qaa}. A quantidade de 'T incorporada ao RNA podc 
scr determinada medindo-se a radiatividade de uma all- 
quota da reaqao antes e apos a retirada dos nudeotideos 
nao incorpora dos (por precipita^ao com etanol e aeetato 
de sodio ou cloreto de litio, por coluna de Sephadex ou 
por purifica^ao cm gel), O produto purificado cm gel 
rcflctc a penas as sondas dc transcritos completes, cn- 
quanto as outras tccnicas refletem tambem transcritos 
incomplctos* 

Dando-se como exemplo a utiliza^ao de 5 pL de 
[a- 32 Pi UTP de atividade e specific a de 800 Ci/mmol e 
concentra^ao de 10 mCi/mL e de 2,2 pL de uma so- 
lu^ao SO pM dc UTP nao marcado cm um volume dc 
rcaqao dc 20 pL, o calculo da atividadc c specific a da 
sonda c feito como sc segue, 

Calculo da Quantidade de Radiatividade na Rea fdo 

O UTP marcado esta em uma concentraqao de 10 
mCi em 1 mL, ou seja, 10 pCi em 1 pL, Assim, nos 5 
pL acre see ntado tcm-sc 50 pCi. 

Obs*: deve-se ajustar a quantidade de radiatividade pci a 
meia-vida do a-' 2 P; assim, se lor utilizada uma solu^ao 
que tem apenas 74,76% da atividade inicial do a 
nos 5 pL teremos 37,38 pCi. 

Calculo da Quantidade de Moles de [a- 32 P]UTP na 
Rea$ao 

Sabcndo-se que 800 Ci (8 * 10 s pCi) = 1 mmol, 
50 pCi = 62,5 pmol. 

Calculo da Quantidade dc Moles de UTP 
Nao Marcado na Rea fdo 

Solu^ao dc 50 pM contcm 50 pmolcs/pL, Assim, 
sc foram acre see nta dos 2,2 HL, tcm-sc uma quantidade 
total dc 110 pinoles. 

Calculo da Quantidade Total de UTP na Rea fdo 

62,5 pmoles + 110 pmolcs - 172,5 pmoles de UTP (con- 
centra £ao de UTP na rcaqao = 8,6 pM) 


Medida da Radiatividade naAHquota (de 1 ftL) 
Antes da Retirada dos Nudeotideos nao Incorporados 

5,8 x 10 6 cpm 

Medida da Radiatividade na Aliquota (de 1 /(L) 
Apos a Retirada dos Nudeotideos Nao Incorporados 

2,4 x 10 6 cpm - assume-sc que a eficicncia dc conta- 
gem do iso top o 12 P no liquid o dc cintila^ao seja 100%, 

Propor^do de UTP Incorporada ao RNA 
2,4 x 10 6 cpm / 5,8 x 10 6 cpm = 41% de incorpora^ao, 

Calculo do Rendimento Tedrico Maximo da Reacdo 
(Quantidade Maxima de RNA quepode Ser 
Sinietizada) 

Assumindo-sc que o RNA sintetizado contcnha 
quantidades equimdares dos quatro nudeotideos 
(ATP, CTP, GTP c UTP), 172,5 pmolcs dc cad a um 
dos nudeotideos foram incorporados. A soma dos pesos 
moleculares dos 4 ribonucleotideos e aproximadamente 
1.320 Daltons (o peso molecular medio dc um nuclcotf- 
dco no RNA c dc 330 Daltons). 

1.320 x 10 12 pg x 172,5 pmol = 2,27 x lip pg = 0,23 pg 

10 12 pmol 

Calculo da Quantidade de RNA Sinietizada: 

Rendimento tedrico x porcentagem dc incorporate/ 
100 = pg dc RNA sintetizado, 

Ob s: maximo da rea^ao (em pg) 

0,23 x 41 = 0,094 pg 
100 

Calculo da Atividade Especifica daSonda 

cpm incorporado ao RNA/pg de RNA sintetizado 
- atividade especifica (cpm/pg) 

cpm incorporado ao RNA= cpm/pL apos purificaqao 

da sonda x volume da reacao 

= 2,4 x 10^cpm x 20 pL 

= 4,8 x 10~cpm 
4,8 x IQ 7 = 5,1 x lQ*cpm/pg 
0,094 
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Problemas na Sintese das Sondas de RNA 

As duas principals causes de falha na sintese de son¬ 
das dc RNA in vitro sao a utiliza^ao dc DNA 4l moldc”dc 
ma qualidade c a present^ a dc inibidores da transcribe na 
solu^ao dc nuclcotldeo marcado. Assim, dcvc-sc assegnrar 
que a prepara^ao dc DNA “moldc” seja dc boa qualidadc 
(trabalhar com amostras dc DNA com razao OD, m .^ , 
entre 1,8 c 1,9) c dcvc-sc evitar o uso dc solitaries dc nu¬ 
cleotide os [a- 32 ! 5 ] que contcnham cstabilizantcs. 

Os reagentes da sintese dc transcribe (DTT, rampao 
de transcribe) e nucleotideos) devem estar a temperatura 
ambiente antes da adi^ao do vetor contendo o eDNA £ 'mol- 
de”, pois a espermidina p re sente no tampan de transcribe 
pode preeipitar o DNA em baixas temper atur as. Deve-se, 
ainda, aliquotar a solu^ao estoque de DTT a -20 C para 
evitar congelamentos e des congelamentos repetidos. 

No caso de persist! rem problemas na sintese da son da 
antisense^ apesar de to dos os cui dados menc ion ados acima 
terem side Gbservados,podc-se tentar mclhorar a transcri¬ 
be diminuindo-sc a tempera turn da rca^ao, normalmcnte 
rcalizada a 37 "C on a temperatura ambiente,para 16 C ou 
4°C ? o que lendfica a progressao da polim erase, prevenindo 
que cla sc) a dcslocadapor cstruturas sccundarias, Caso ain- 
da nao sc consiga um transcrito dc boa qu alidade, podc-sc 
tentar trocar a sequencia promoters para se utilizar uma 
outra RNA polimeraseja que as ties polimerases normal- 
mente utilizadas podem tr a user ever sequencias diferentes 
de DNA com varias eficiencias. Existem vetores comer- 
cialmente dispomveis que contem as sequencias promote¬ 
rs para as polimerases SP6,T? eT3 arranjadas lado a lado, 
nos quais o cDNA de inter esse pode ser subclonado. 

A sintese de transcritos de RNA mcompletG$,que apa- 
recem como ban das de tamanho s menores que o es per ado 
(ou Li arrastcs”),ocorrc quando a conccntra^ao do nuclcotf- 
dco limitantc c muito baixa c podc scr contornada aumcn- 
tando-sc sua conccntra^ao pc la adi^ao dc nuclcotldeo nao 
marc ado. 

Uma ccrta quantidade dc quebra dos fragmen tos pro- 
tegidos podc ocorrcr, uma vezquc a degrada^ao do mRNA 
ocorrc naturalmcntc nas cclulas, no entanto, sc degrada^ao 
excessive estiver pre sente, deve-se verificar a integridade das 
amostras de RNA por eletroforese em gel tie agarose antes 
de se realizar o proximo ensaio. 

Qu ant ifi cacao de Transcritos de 
mRNA por meio do RPA 

As tecnieas comumente utilizadas para a quantifi- 
caqao de transcritos de RNA sao o Northern blotting^ a 


bib rida^ao in situ, o RPA, a rea^ao em cadeia pel a po- 
limerase apes transcribe reversa do RNA (RT-PCR) e 
os arrays de cDNA. 

A analise por Northern blotting e a unica que fornece 
infer mab>es sobre a integridade das amostras de RNA, 
o tamanho do mRNA e os processamentos [splicings) al¬ 
ter n at ivos, porein, neste ensaio, qualquer degrada^ao do 
mRNA-alvo resultaem perda total ou parcial do sinal da 
bandae aparecimento de um arraste no autorradiograma* 
Em con trap arti da, no RPA, o tamanho da banda de- 
pende do tamanho da son da antisense, que e geralmente 
pequena (200 a 500 bases), de forma que degrada^oes do 
RNA-alvo nas regioes que nao se hibridam com a son da 
nao afetarao o resultado do ensaio. Esta diferenqa pode 
scr relevante no estudo de moleculas grandcs de RNA. 
O RPA e utilizado para map ear os sitios de inicio e ter- 
mino da transcribe, para definir os li mites entre in irons 
e exons e para diferenciar entre mRNAs relacionados 
de tamanhos semelbantes que migram de forma similar 
no Northern blotting No RPA, existe a possibilidade de 
utiliza^ao de ate 100 pg de RNA total para aumentar a 
sensibilidade do me to do. 

A hibrida^ao in situ c o me to do de maior complexi- 
dade e o unico que per mite a loailizaqao dos transcritos 
em cclulas espedficas de determinado tccido. A princi¬ 
pal limitagao dessas tres tecnieas c sua baixa sensibilida¬ 
de em compara^ao ao RT-PCR, que tern sensibilidade 
para detectar transcritos de uma unica celula. Apesar 
dessa maior sensibilidade para a detec^ao de transcritos 
de mRNAs pouco abundantes, uma quantihca^ao pre- 
cisa pode ser diticil, necessitando de avaliaqao na lase 
exponencial de amplificabo, o que limita a sensibilida¬ 
de c podc scr dificil dc otimizar. O RT-PCR compcti- 
tivo requer a sintese dc um compctidor cuidadosamcntc 
quantificado, c o real-time RT-PCR requer o uso dc 
equipamentos cspecials que podem nao estar disporti¬ 
ve is cm muitos laboratories* O quadro 8.1 compara al- 
gumas caracteristicas do RPA com outras tecnicas para 
a mensuraqao do mRNA. 

Determiiiafao Semiquantitativa 

Uma quantifica^ao relativa c obtida comparando-sc 
os niveis do RNA dc intcrcsse com um controlc interno. 
Asstm, n or malizam-se event uais diteren^as decor rentes 
dc beterogeneidade na conccntra^ao das amostras ou na 
aplica^ao das amostras no gel, O controle interno ideal 
deve ser um gene de express ao cons tan tc nas condiqoes 
testadas. Genes housekeeping normal me nte utilize dos, 
tais como p-actina, GAPDH e ciclofilina, podem apre- 
sentar varia^ao em sua expressao em diferentes tecidos 
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ou em varias fases do desen volvi men to e devem ser vali- 
dados nas conduces experimental que se quer estudar. 

Determinaf ao Quantitativa 

Uma quantifica^ao absolute e obtida comparando- 
-se a intensidade do sinal do gene de in teres se com uma 
curva-padrao construida com amostras de RNA seme 
de concentrates conhecidas. O RNA seme sintetizado 
in vitro c bib rid ado com a son da antisense c a curva- 
-padrao assim construida c anal is ad a juntamente com 
as amostras, para que a intensidade dos sinais obtidos 
seja comparada dirctamcnrc com a curva-padrao. 

A quant ibcagao do RNA sense deve ser exata para 
que a curva-padrao seja confiavel e pode ser feita tan to 
pela leitura da absorbancia na OD 260 eomo pelo calculo 
do rendimento da rca^ao da sintese in vitro base ado na 
porcentagem de incorporate dc uma pequena quanti- 
dadc dc nuclcotidco marcado adicionado a rcagao (por 
cxcmploj 1 pL da solu«;ao dc nuclcotidco marcado di- 
luida 1:10 juntamente com o liucleotfdeo nao marcado), 
De vem-se utilizar as mesmas formulas usadas para o 
calculo do rendimento da reafao de sintese da sonda 
antisense c as dilutees do RNA sense devem scr feitas 
dc forma a incluir a quantidadc esperada do mRNA dc 
intcrcssc, Dc modo gcral, para 10 pg dc RNA total, a 
quantidade esperada de urn transcrito rare de mRNA 
esta entre 10 fg e 10 pg. 

Analise Sinmltanea cle Multiplos 
mRNA de Interesse Utilizando-se o 

RPA 

Varias sondas podem scr usadas simultancameti¬ 
re em um mesmo ensaio para a dctcc^ao dc diferentes 
mRNA-alvos, desde que tenham tamanhos diferentes 
entre si e que, quando utilizadas isoladamente no RPA, 


resultem em uma banda unica. Podem-se utitizar cons- 
trufoes comerci aim ente dispomveis, algumas capazes 
de gerar ate mais de 10 sondas antisense, ou pode-se 
construir o vetor com as sequcncias que se quer sinteti- 
zar. Neste ultimo caso,o use de no maximo 6 sondas e 
recomendavel, incluindo um controle intern o. 

O uso de sondas multi pi as nao aumenta ape nas a 
quantidadc dc dados que sc podc obter de um experi- 
mento, mas contribui para a melhora da qualidade dos 
dados, j a que reduz a variabilidade inter ensaio. 


Marca^ao Radiativa do Marcador de Peso 
Molecular 

1. Digestao do plasm id eo pBR322 com a enzima de 
restri^ao llpa J1 - Em 1 tubo de microcentnfuga de 
1,5 mL acrescentar: 

— 5 pg de pB R322 

— 2 pL da enzima llpa II 

— 2 pL do tampao da enzima concentrado 10 x 

Completar com H O ultrapura para volume final de 

20 pi /♦ 

Incubar a 37 C C por 2 h. Verificar se houve digestao 
do plasmideo cm 26 fragmentos cm gel dc agarose. 
Tamanho dos fragmentos (bp): 622, 527, 404, 309, 
242,238,217,201,190,180,160,160,147,147,123, 
110, 90, 76, 67,34,34, 26,26,15, 9, 9. 

2. Em 1 tubo de microcentnfuga de 1,5 ml, acrescentar: 

— 1 pg pBR322 cortado com a enzima de restri^ao 
Hpa II 

— 1 pL de dATP a 2 mM 


Protocolos 


Quadro S.l - Compara^ao do RPA 

com outras teenkas para mensurar 

mRNA em amostras de RNA total. 


Caractensticas 

RPA 

North? rn blotting 

RT-l’CR 

Analise do varies niRNAs na mes- 
ma atnostra 

Si in 

Nao 

Sim 

Sensibilldade (n* de copias de 
mRNA detcctadas) 

KT 

10* 

50-100 

Etapas dc amplifica^ao presenter 

Nao 

Nao 

Sim 

Cornplcxo 

Sim 

Sim 

Nao 

Trabalhoso 

Sim 

Sim 

Nao 

Probabilidade de imprecisao na medi- 
da devido a polimoriisrno no gene 

Alta 

liaixa 

Baixa 
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- 1 pL de dGTP a 2 mM 

- 1 |_iL de dTTP a 2 mM 

- 5 pL dc [ct i2 P]CTP (800 Ci/mmol, 10 mCi/mL) 

- 1 pL da enzima klenovi 

- 4 |iL do tampao nick translation concentrado 10x 

Completar com H,0 ultrapur a para volume final de 

40 pL. 

Incubar a temperatura ambiente (TA) por 30 min. 

3. Inter romper a rea^ao acres centando-se 1 pL de 
EDTA a 0,5 M* 

4. Adicionar os seguintes reagentes: 

- 41 pL dc fcnol Tris-saturado 
-41 uL de dornformic 

Misturar por vortice e centrifugar a 12.500 rpm 
por 5 min a TA. 

5* Transferir a fase aquosa (cam ad a superior) para urn 
novo tubo de 1,5 mL. 

6. Proceder a purifiea^ao utilizando-se colunas de Se- 
phadcx {Spin columns) comerdalmente disponiveis, 
seguindo-se as instruqoes dos fabricantes. Apos a 
centrifuga^ao para obten^ao da sohiqao purificada, 
retira-se 1 pL da solut^ao para a medida da radiati- 
vidade na al(quota apos a retirada dos nucleotideos 
nan in cor por ados, 

Sintese da Sonda Antisense 

1* Em um tubo com capacidade dc 1,5 mL acrcsccntar: 

- 0,8 pL de RNAsin 25 U/pL (inibidor de RNases) 

- 4 pL da solu^ao de ATP, CTP, GTP 2,5 mM* 

- 2 pL de DTT (ditiotreitol.) 100 mM 

“ 4 pL dc tampao dc transcribe concentrado 5x 

- 1 pL do vetor linearizado con ten do a sequencia- 
-aivo (>200 ng) 

- 5 pL dc [a- 32 P]UTP 800 mCi/mmol, lOmCi/mL 

- 2,2 pL da solu^ao de UTP 50 pM** 

- 1 pL de T7/SP6 RNA polimerase (manter a -20 U C 
ate o memento do uso e retornar ao -2Q°C imediata- 
mente apos) 

Volume final = 20 pL 


Misturar os reagentes, pipetando-os gen til men te e 
centrifugar o tubo rapid am ente: 

Incubar a 37*C por 1 hora. 

2. In ter romper a rea^ao adicionando-se: 

- 1 pL de DNase 1 (1 pg/pL) 

- 1 pL dc VRC (complcxo vanidil ribonuclcosfdco) 

- 1,5 pL de RNA de levedura (tRNA -5 pg/pL) - 
omitir cstc reagente quando sc esta sintetizando a 
sonda do controle interno 

Misturar os reagentes, centrifugar o tubo rapida- 
mente e incubar a 37"C durante 15 min. 

3. Adicionar os seguintes reagentes (na ordem que 
se segue): 

- 12 pL dc fenol Tris-saturado 

- 24 pL de dorofdrmioialcool isoamflico (24:1) 

Misturar por vortice e centrifugar a 12.500 rpm por 
5 min a TA* 

4. Transferir aproximadamente 22 pL da fase aquo¬ 
sa (camada superior) para um novo tubo de 1,5 
ml e adicionar: 

- 22 pL dc cloroformio:alcool isoamflico (24:1) 

Misturar por vortice e centrifugar a 12*500 rpm por 
2 min a TA* 

5* Transferir aproximadamente 20 pL da fase aquosa 
(camada superior) para um novo tubo de 1,5 mL. 
Retirar 1 pL e colocar em liquido de cintila^ao para 
a contagem em contador p para a medida da radiati- 
vidade na aliquot a antes da retirada dos nucleotideos 
nao incor por ados. Adicionar aos 19 pL rest antes: 

- 1,9 pL dc acctato dc sodio 3M pH 6,0 

- 1,0 pL de tRNA (omitir este reagente quando se 
esta sintetizando a sonda do controle interno) 

- 50 pL de etanol absolute gelado 

Misturar por inversao c incubar por 30 min a -20 C. 
Centrifugar o tubo a 12.500 rpm por 30 min a 4°C. 

6. Remover cuidadosamente o sobrenadante c res sus¬ 
pender o precipitado em 30 pL de 11,0 ultrapura 
esteril. Adicionar: 

-3,0 pL dc acctato dc sodio 3M pil 6,0 


+ 50 pL dc ATP (10 mJVl) + 50 pL dc CTP (10 mM) + 50 pL dc GTP (10 mM) 4 50 pL dc agua ultrapura. 

+ “ 5 pL UTP (10 mM) t 995 pL dc H n O- A quantidadc dc UTP nao marcado a scr acrcsccntada depende da atividadc c^pccLfica que sc quer obter. Caso 
se uLiliise um volume menor de UT P n&o marcado, deve-se completar o volume para 20 pL com H .O llvrt de RNase, 
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“1,0 pL de tRNA (omitir este reagente quando se 
esta sintetizando a son da do control e interno) 

- 75 pL de etanol absoluto gelado 

Misturar por inversao e incubar por 30 min a -20C. 
Ccntrifugar o tubo a 12.500 rpm por 30 min a 4°C< 

7, Rcpctir a etapa 6. 

Neste mo men to, p ode-sc aeertar a temperatura dos 
banJios-maria ou bloco dc aqucdrncnto para 45C 
e 85°C. 

8. Remover cui dado sam ente o sobrenadante, Adicio- 
nar ao precipitado 100 pL de etanol a 75%.Misturar 
por inversao e ccntrifugar a 12.500 rpm por 10 min 
a 4°C. 

9* Remover cut dados am ente o sobrenadante e secar 
q precipitado em ar ambiente por 5 a 10 min (nao 
secar a vacuo). Res suspender o precipitado em 30 
pL de agua ultrapur a livre dc RNase (ou tampao de 
hibrida^ao) e solubilizar o precipitado durante 20 s 
em uma microcentnfuga. 

10. Retirar 1 pL e colocar em liquido de cintila^ao para 
a contagem em contador fl da tnedida da radiati- 
vidade na al(quota apos a retirada dos nucleotideos 
nao incor por ados. 

11 . Acre scent ar o volume de agua ultrapur a livre de 
RNase ou tampao de bibrida^ao necessario para se 
ale an 9 a i' o volume final que permita a obten^ao da 
quantidade de cpm/pL desejada (vai depen der da 
abundancia do mRNA-alvo. Sugestao: de 120.000 
a 200.000 cpm/pL). 

12. Armazenar a sonda a -20 ; C. 

13. Altcrnativamcntc a purifica^ao da sonda por prcci- 
pita^ao, podem scr utilizadas cotunas dc Sephadcx 
(Spin columns) comercialmcntc disponiveis, seguin- 
do-se as instrucoes dos fabric antes (por exemplo: 
NucAway Spin Columns'* 2 , Ambion; Quick Spin 
Column, Sephadex 11 G-50 [Fine], Roche). Neste 
caso, apos a extras ao cloroformio; alcool I so arm li- 
co (etapa 4 do item da sintese da sonda antisense) ^ 
transfere-se aproxi madam ente 20 pL da fase aquosa 
(camada superior) para urn novo tubo de 1,5 mL 
e retira-se uma aliquot a de 1 pL para a me did a da 
radiatividade na al(quota antes da retirada dos nn- 
cleotideos nao incorporados. A seguir, em vez de se 
realizar a precipitado com acetato de sbdio e etanol, 
proccdc-sc a utilizado da coluna. 

14. Apos a centrifuga^ao na coluna para a obten^ao da 
solug.ao de sonda purificada, retira-se novamente 


1 pL da sol 119 ao para a medida da radiati vidade na 
al(quota apos a retirada dos nucleotfdeos nao incor- 
por ados. Acrescenta-se o volume de agua ultrapur a 
livre de RNase ou tampao de hibrida^ao necessario 
para se alcan^ar o volume final que permita a ob- 
ten^ao da quantidade de cpm/pL desejada (vai de- 
pemder da abundancia do mRNA-alvo. Sugestao; de 
120.000 a 200.000 cpm/pL). 

Hibrida^ao 

Re comend a-se que o RNA a ser utilizado seja ar- 
mazenado em agua ultrapura livre de RNase a -70 U C. A 
quantidade de RNA total utilizada dependera da abun¬ 
dancia do mRNA-alvo. Geralmente, utiliza-se de 5 a 
20 pg de RNA total, podendo-se utilizar ate 100 pg, 
RNA poli(A) tambem pode ser utilizado. 

1 . Preparar o pre-tampao de bibrida^ao concentrado 4x: 

- 552 pL dc H n O livre dc RNase 

- 80 pL dc Tris 1 M, pH 7,5 

- 8 pL dc EDTA a 0,5 M, pH 8,0 

- 320 pL NaCl, a 5 M 

-40 pL de SDS a 10% (sulfato sodico dodecila) 
Armazenar aTA e aquecer a 45 n C antes do uso. 

2. Preparar 0 tampao de hibridayao: 

- tormamida deionizada a 75% 

- 25% de pre-tampao de hibrida^ao concentrado 

4x 

Para cada amostra dc RNA: 22,5 pL dc formamida 
+ 7,5 pL dc pre-tampao, 

Prcparo para 20 amostras (calculo para 22 amostras 
para compcnsar cvcntuais per das na pipetagem): 
495 pL dc formamida + 165 pL de pre-tampao. 

3. Precipitado da quantidade desejada de RNA total 
em um tubo dc micro cent rifuga dc 1,5 mL adicio- 
nando-sc: 

- RNA total (idealmente, amostras na concentrado 
de 0,5-1,0 pg/pL) 

Compktar o volume para 50 pL com agua ultrapura 
livre dc RNase, 

- 5 pL dc acctato dc sbdio 3M, pH 6,0 

- 125 pL de etanol absoluto 

Misturar por inversao e incubar por 1 bora a -70' : C. 
Centrifugar o tubo a 12.500 rpm por 30 min a 4"C. 
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4. Remover cuidad.osame.nte o sobrenadante e secar o 
precipitado em ar ambiente por 5 a 10 min. 

5. Adicionar 29 pL do tampao de hibrida^ao em cada 
amostra de RNA, e em um tube contendo 2 pL da 
solu^ao dc tRNA (controlc negative). Solubilizar o 
RNA gentilmente com a pip eta e centrifugal' rapi- 
damente. Pipe tar tambem 29 pL da solu^ao de hi- 
brida^ao cm um tubo vazio, 

6 . Adicionar 1 pL da(s) sonda(s) diluida(s) cm cada 
uma das amostra de RNA, no tubo contendo tRNA 
e em outro apenas a solu^ao de bibrida^ao, que sera 
chain ado Cl. 

7* Col ocar as am os tr as cm bl o co p ar a aquec i m en to (ou 
banho-maria) a temperatura de 85 C C por 5 min. 

8 . Incubar por 12 a 16 h a temperatura de 45°C em 
bloco para aquecimento ou em banho-maria. 

Tratamento com RNase e Purificaf ao dos 
Fragmentos Protegidos 

1 . Preparar o tampao de digestao com RNase (para 20 
amostras): 

- 60 pL de Tris 1 M ? pH 7,5 

- 60 pL dc EDTA a 0,5 M } pH 8,0 

- 360 pL dc NaCl 5 M 

— 5,52 mL de PRO livre de RNase 

— 24 pL de RNase a 10 mg/mL 

— 3 pL de RNase Tl a 4 mg/mL 

2 . Remover as amostras de RNA do bloco dc aque- 
dmento, centrifugar rapid amente e a ere seen tar 270 
pi, do tampao de digestao contendo RNase em cada 
tubo com as amostras de RNA, de RNA de levedura 
e no tubo Cl (sera usado como centrele da digestae: 
se as RN ases estiverem funcionando adequadamen- 
te, a son da sera complet amente degradada e nao ha¬ 
ver a band as). 

3. Centrifugar per 10 s e incub ar por 1 her a a 30 C. 
Neste memento, podc-sc miciar a montagem do 
aparato para clctroforcsc. 

4. Preparar a solu^ao de proteinase K. Para cada amos¬ 
tra sera utilizado 20 pL de SDS a 10 % e 2,5 pL de 
proteinase K, 20 mg/mL. 

Prepare para 20 amostras (calculo para 22 amostras para 
compensar eventuals perdas na pipetagem): 440 pL de 
SDS a 10% + 55 pL de proteinase K. 


Adicionar 22,5 pL da solu^ao de proteinase K a cada 
tubo e incubar a 37°C por 15 min, 

5 * Adi cionar a cada tubo: 

— 150 pL dc fcnol Tris-saturado 

— 300 pL de cloroformio: alcool isoarmlico (24:1). 

Homogeneizar por vortice e centrifugar a 12,500 
rpm por 5 min aTA, 

6 . Rctirar cuidadosamente a fasc aquosa (camada 
superior) aj us tan do o pi pc ta dor para 320 pi. c 
transfer)r para um novo tube dc 1,5 mL, A cada 
tubo adicionar: 

— 4 pL de tRNA 5 pg/pL 

— 1,5 pL de acetato de sodio 3 M, pH 6,0 

— 700 pL de etanol absoluto gel ado 

Misturar os tubos per inversao c incubar por 30 min a 
-20X1 Centrifugar a 12,500 rpm por 30 min a 4X1 

7. Remover cuidadosamente o sobrenadante e secar o 
precipitado completamente em ar ambiente (nao se¬ 
car a vacuo). 

8 . Ressuspender o precipitado em 12,5 pL de tampao 
de amostra (item 8a), pipetar delicadamente para 
res suspender e centrifugar rapid amente. 

8a. Tampao de amostra (item 8b) 

— 50 pL de agua 

— 200 pL de pre-tampao de amostra 

8b. Pre-tampao de amostra (item 8c) (pode ser tei- 
to previ am elite e armazenado a - 20 °C) 

— 950 pL de form amid a 

— 20 pL de EDTA a 0,5 M, pH 8,0 

— 30 pL de cor ante 

8c. Corante (pode ser feito previamente e armaze- 
nado a - 2 (TC) 

— 10 - mg de xileno cm no l 

— 10 mg de hromofenol blue 

— 300 pL de agua ultrapur a 

9. Transferir 6,5 pL para um novo tubo de 250 pL. 

10 . Diluir 1 pL da son da em um volume de 11,0 ul- 
trapura livre de RNase suficiente para atingir uma 
concentracao de aproxim ad amente 4.000 cpm/pL. 
Transferir 1 pL para um novo tube de 250 pL e 
a ere seen tar 5,5 pL de tampao de amostra. 
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11, Diluir o marc ado r de peso molecular marcado com 
|_ra- 32 PJ de forma a atingir cm a concentra^ao de 
aproximadamente 5,000 cptn/ pL, Transfer!r 1 pL 
para um tubo novo de 250 pi. e acrescentar 5,5 pi. 
de tampao de amostra. 

12. Antes de aplicar as amostras no gel, eks devem ser 
homogeneizadas pipetando-se gentilmente, cen- 
trifugadas rapidamcntc, aquccidas durante 3 min a 
95"C (bioco de aquedmento) c imediatamente co- 
locadas no gelo, Antes da aplica^ao das amostras, 
os po^QS do gc) devem ser lavados com uma agulha 
aooplada a uma seringa, jogando-se o proprio tam¬ 
pao dentro do po^o. 

Separate dos Fragmentos Protegidos ern 
Gel de Poliacrilamida 

1, S olu £ao e s to que d e acrilami d a a 40% (19:1 acrilami- 
da/bisacrikmida): 

- 380 g de acrikmida 
“ 20 g de bisacrilamida 

- Complctar para 1.000 mL com agua ultrapura cs- 
tcril 

— Armazenar a 4°C. 

2, Solu^ao de po 1 iacrilamida a 8%: 

- 100 mL da solu^ao-cstoque dc acrilamida a 40% 

- 250 g de ureia 

- 25 mL de TBE (tamplo Trisborato-EDTA) con¬ 
cent i ado 10* 

— Completar para 500 mL com agua ultrapura es- 
teril. 

3, Tampao de corrida — TBE concentrado 0,5 *: 

- 50 mL del BE concentrado 1G* 

- Completar para 1.000 mL com agua ultrapura es- 
teriL 

4, Pcsar persulfate de amdnia (PA) cm 2 tubos dc 1,5 mL: 

- 0,026 g no tubo que sera us ado no prepare do gel 
sclador 

- 0,036 g no tubo que sera usado no prepare do gel 
de corrida 

5, Limpar um jogo de placas de vidro (> 40 cm de corn- 
prim ento) com agua ultrapura e, a seguir, com etanol 
a 70% e absoluto. A placa de vidro me nor deve ser sili- 
conizada (Repel-SilanePharmacia Biotech ou equi- 


valente) para facilitar o descolamento do gel apos o 
term! no da eletroforese, A seguir, a placa men or deve 
ser limpa novamente com agua ultrapura, Mon tar as 
placas com um espa^ador de 0,4 mm (Fig. R.3), 

6 . Preparar o gel selador ern um tubo de 50 mL: 

— Colocar 15 mL da solu^ao de poliacrilamida a 8 %. 

— Dissolver 0,026 g de AP em 0,5 mL de agua ultra¬ 
pura e adicionar ao tubo. 

- Acrescentar 75 pL de TEMED. 

- Misturar e derramar rapidamente no reservatorio 
inferior, ondc foi colocada uma tira dc papcl 3 M. 

- Pressionar as placas dc vidro contra o papcl por 
aproximadamente 1 min, arc que o gel sc solid!fique. 

— Apertar os parafusos e aguardar 5 min. 

7. Preparar o gel de corrida em um tubo de 50 mL: 

- Colocar 40 mL da. solu^ao dc poliacrilamida 8 % 

- Dissolver 0,036 g dc AP em 0,5 mL dc agua ul¬ 
trapura e adicionar ao tubo. 

— Acrescentar 14 pL de TEMED. 

— Misturar e colocar o gel imediatamente entre as 
placas de vidro corn uma seringa de 50 mL, tom an - 
do o cuidado de nao for mar bolhas. 

— Encaixar o pente apropriado entre as placas de vi¬ 
dro, de forma que a parte superior do pente fique 
aproximadamente 2 mm abaixo da parte superior da 
placa dc vidro maior, Rccomcnda-sc a utiliza^ao dc 
pentes com o orificio dc 5 mm dc largura, c nao uti- 
lizar pentes do tipo “dente dc tubarao”, 

— Aguardar a polimeriza^ao do gel por 30 a 60 min. 

8 . Colocar o gel no suporte e adicionar aproximada¬ 
mente 950 mL de tampaoTRL concentrado 0,5* 
aos reservatorios superior e inferior. 

9. Remover o perite e lavar os orificios com TRE concen¬ 
trado 0,5 x. 

10 . Fazcr uma prc-corrida a 40 Watts, ate que o gel al- 
cancc a temperatura dc 50X7 

11 . Lavar os orificios novamente com TBE concentra¬ 
do 0,5 x c aplicar as amostras (apos terem sido aque- 
cidas a 95 X e colocadas no gelo). 

12. Preceder a corrida a 50 Watts por 1 a 2 b (ate que 
primeim corante-azul de bromofenol — sat a e que o 
segundo corante — xileno etanol - tenha avan^ado 3 4 
da placa). 
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13. Desmontar as placas de vidro re m oven do a placa 
me nor e ad serve n do cuidadosamente o gel a um pa- 
pel de filtro. Cobrir o gel com plastico dpo Rolopac t 
coloca-lo entre do is p ape is de filtro adicionais e se- 
car (no sc cad or de gel) a vacuo por aproxima dame ri¬ 
te 1 bora a 80"C. O gel seco deve ser colocado jun- 
tamente com um dime Kodak X-AR em uni cassete 
contendo uma tela intensificadora e armazenado a 
-70 C, ate a rcvcla^ao do dime (o tempo de exposi¬ 
ng ao varia de acordo com a abundancia do RNA que 
se esta analisando e com a atividade especiftca da 
sonda) (Fig. 8.3). Pode-se,ainda, quantidear a radia- 
tividadc no phosphor-imaging ou outro Instrumcnto 
eqtiivalente. 

Kits Comercialmente Disponiveis 

Existem kits comercialmente disponiveis para a rea- 
lizagao da transcripao in vitro , tais come; 

" Riboprobe® System Components and Buffers — 
Promega* 

■ 77 7 ra nscriptio n Kit — Ferme ntas. 


* MAXhcrtpN In Vitro Transcription Kit - Am- 
bion, que alem de sintetizar sondas de RNA marcadas 
radiativamente, tambem possibilita a smtese de sondas 
marcadas de forma nao isotopica. A vantagem deste 
tipo de sonda, alem da faeilidade dc manipulapao, e 
que, por nao sofrer radiolise, e estavcl por 1 ano quan- 
do armazenada adequadamente, nao haven do a neces- 
sidade de smtese a cada RPA. A transcribe in vitro e 
rcalizada da mesma forma, substituindo-sc o nuclcoti- 
dco radiative pclo nucleotldco modificado (por exem- 
plo: Biotin-14-CTP, Biotin-16-UTP, Digaxigenin- 
11-UTP, Fluorescein- 12-UTP). A deteepao da sonda 
sera feita pclo kitAmbions BrightStar BioDeteet®. 

* SP6/T7 Transcription Kit - Roche, que 

tambem permite a slntese de sondas marcadas ra- 
dioativamente e de. sondas marcadas de forma nao 
i so topic a. 

* In Vitro Transcription Kit — Pharmingen. 

* Non-Rad In Vitro Transcription Kit — Pharmin- 
gen, empregado para a smtese de sondas marcadas dc 
forma nao isotopic a; 


603 bp -* 
310 bp ■* 
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3 4 5 6 


4r RNA alvo 




- RNA 1SS 


Fignra 8.3- Autorradiografia de um gel de poliacrikmida a 8% apos 12 h de exposifao demonstrando um ensaio de prote^ao a ribonucle- 
ase. PM: marcador dc peso molecular; sonda: 1 pL da solu^ao dc sonda na concentre Ho dc aproximadamente 4,000 cpm/pL; Cl: controlc 
da digestao (quando as RNases cstao funcionando adequadamentc, a sonda c completamente degraded a); CTRL+t controlc positive - 10 
pgde um tecido que sab id a monte expressa o mRNAde interesse; CTRL controls negative* - tRNA de levedura; 1-6: 20 pg de RNA total 
extraido dc celuks nas conduces experimentais test a das, A fra^io 18 S do RNA ribossoinico foi utilizada como controlc inter no, para uma 
detoc^iio semiquantitativa, Nota-sc que o fragmento protegido apresenta um tamanho rnenor que o da sonda nao hibridada. 
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Alternativamente a utiliza^ao do protocolo para rea~ 
liza^ao do RPA acima descrito, tambem existem kits co¬ 
me rcialmente disporriveis das marc as Pharmigen e Am- 
bion. Nos kits da Ambion R PA IT * Ribonuclease Protection 
Assay c RPA III * Ribonuclease Protection Assay 7 as etapas 
da proteinase K e a extra^ao fenol-cloroformio, que ocor- 
rem apos a digestao com RNases, foram aboiidas e subs- 
titufdas por uma time a etapa dc inativa^ao das RNascs 
simultaneamente com a precipita^ao do RNA, de forma 
que to do o proeedimento e realizado ern um unico tube. 
O kit RPA III c consider ado mats scnsfvcl que o RPA II 

Exlste, ainda, um kit da marc a Ambion que permite 
a realiza^ao do ensaio mais rapidamente (HybSpeed® 
RPA kit) c outro que permite a detect ao, quantifica^ao 
e caracteriza^ao do RNA dire to do lisado celular (Direct 
Protect ‘ Lysate RPA), 
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Introdu^ao 

A tccnica de rcacao em cadeia pcla polimerase 
(PCR) esta baseada na replica^ao (amplifies £.ao) enzi- 
matica in vitro de sequencias espeeificas de DNA (alvo) 
dirigida por iniciadores oligonudeotideos (primers) que 
re suit a na gera^ao de urn numero exponential de copias 
dess as sequencias. 

A PCR cons is te de ciclos repetidos de dcsnaturacao 
do DNA dc fit a dupla, hibrida^ao dos iniciadores nos al- 
vos de fita simples e sintese da nova cadeia por uma DNA 
polimerase (Fig. 9.1). A dcsnaturacao do DNA se da por 
elevacao da temperatura, de forma a converter o acido 
nucleico de Eta dupla em Eta simples. A hibndapao dos 
iniciadores ocorre por pareamento cot re as bases nitroge- 
nadas dos iniciadores e as sequencias espeeificas no DNA- 
-alvo* Is so se da quando a temperatura e diminuida abaixo 
da temperatura de dissocia^ao dos iniciadores. A sintese 
da nova cadeia de DNA e realizada por uma DNA poli¬ 
merase termoestavel que incorpora os desoxinucleotideos 
tiifosfatos na extreinkiade 3’OH livre no duplex form ado 
entre o DNA-alvo e (3 iniciadon A sequencia de nucleoti- 
deos da nova cadeia e complementar a sequencia-alvo. 

Assim, o numero de copias do produto form ado au- 
menta de forma exponential e pode ser calculado usan- 
do a formula; 

DNA-alvo x 2 11 = produto de PCR {amplicom) 

O DNA-alvo refere-se ao numero de mol ecu las de 
acido nucleico initial; n e o numero de ciclos da PCR; e 
produto dc PCR corresponde ao numero de molec.ulas 
produzidas ao final da amplificaqao. Nos dois primeiros 
ciclos, os produtos gerados possuem tarn an bos variados. 
A partir do terceiro ciclo sao form ados os produtos de 
PCR especificos. Em conduces otimas de rcag.ao, uma 
unica molecula de DNA-alvo podc gerar 10moleculas 
de amplicom apds 35 ciclos. 


Segundo Templeton (1992), em sua revisao sobre a 
The polymerase Chain Reaction: History, Methods and Ap¬ 
plications, “a presente tccnologia de PCR c o re suit ado 
de uma serie de descobertas significativas da pesquisa 
dentifica, iniciando com a descoberta da primeira DNA 
polimerase por Arthur Korn berg em 1955. A DNA po¬ 
ll merase, enzima que sintetiza DNA, foi purificada em 
1958. No periodo compreendido entre 1955 e 1970, 



Figura 9.1 - Esquema representative da Rea^ao em Cadeia pela 
Polimerase. (A) DNA dupla Eta; (li) Desnatura^ao da dupla Eta de 
DNA em alta temperatura (95°C). (C) Hibrida^ao dos iniciadores 
sense e antisense se hibridam as regioes complementares das Etas 
simples de DNA por diminuicao da temperatura. (Dl Extensao ou 
sintese das novas Etas de DNA (incorpora^ao de desoxinucleoti- 
deo trifosiatos) pela DNA polimerase. {E) Ciclos consccutivos de 
etapa.5 de desnatura^ao T hibiidac^ao dos iniciadores e extensao, com 
gera^ao de mil hares de copias de um segmento de DNA especiEco 
compreendido entre as rcgiocs de hibridacao dos iniciadores. 
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cientistas descreveratn a termodinamica de hibridagao 
do DNA e a extensao de iniciadores na diregao 5—*3*, A 
ideia da sintese de DNA in vitro foi baseada nos estudos 
do grupo do Dr TIar Gob in d Khorana sob re o gene que 
codifica o tRNA-Ala proveniente de I eve dura (art i go 
pub lie ado em 1971). Este estudo apresentava a teoria 
da PCR em detallies e denominava a sintese in vitro do 
DXA de “reparo do DNA por replicagao” 

O primeiro ensaio de PCR foi realizado pelo Dr. 
Kjell Kleppe. Este procedimento envoiveu uma reagao 
com dois ciclos de amplificagao de um DNA dc fita du- 
pla com 30 nucleotfdeos de extensao, usando novc ini¬ 
ciadores com sequences de 10 nucleotide os (publicado 
ern 1969 na Gordon Conference on Nucleic Adds). Entrc 
1970 c 1972, o mesmo grupo rcalizou rcagoes utilizan- 
do tres ciclos de amplificagao de sequencias de DNA 
dc fita dupLa rclativamcntc curtas empregando a enzi- 
ma DNA poll me rase L A reagao foi proccssada a uma 
temperatura de 15°C com uni tempo de duragao de 1 a 
2 boras. Grandes quantidades da enzima foram ncccs- 
sarias para a rcalizagao da sintese. 


Nos an os que se seguiram o alto custo da reagao, di- 
ficuldades na preparagao dc enzima s a in da nao disponi- 
vcis comerci aline ntc (DNA polimerase, polinuclcotidco 
ctnase e DNA ligase) e na anatise do DNA levou a uma 
relative estagnagao no desen volvimento desta tecnica. 
Por outro lado, na epoca, a atengao dos cientistas estava 
principalmente voltada para a clonagem e produgao de 
grandes quantidades de DNA. 


A modern a tecnologia da PCR foi desenvolvida 
para o diagnostico da anemia falciforme na Cctus Cor¬ 
poration em Emery-ville, California e torn ad a publi- 
ca pel a primeira vez em 1985, pelo Dr. Kary B. Mullis 
no 51 Lh Simposio dc Genetiea Humana da Socicdadc 
Americana (Saiki et al., 1985). Xesta fase, a PCR era 
realizada empregando-se o fragmento Klenovo da DNA 
polimerase I dc Escherichia call, Como resultado da bai- 
xa temperatura de atividade (37°C) dessa enzima, havia 
a necessidade da adigao da enzima a cada ciclo de des- 
naturagao c, alcm disto, a formagao dc produtos inespe- 
cificos durante a ctapa dc extensao que ocorria a baixas 
temper aturas (37° C). 


Estes a spec to s limitaram o uso da tccnica de PCR. 
Subsequentemente, a intro dugao da DXA polimerase 
termoestavel, enzima isolada da bacteria termofilica 
Thermus aquations (Taq) (Brock; Freeze, 1969) com ati¬ 
vidade enzimatica otima a 72°C, impulsionou a utili- 
zagao da PCR para diferentes fin alidades. Esse uso foi 
posslvel pelo de sen volvimento concomitante de equipa- 


mentos de ciclagem terniica automatizada simples que 
permitem realizar ensaios de PCR em um unico tube 
(Saiki, 1988). A disponibilidade de enzimas termocs- 
taveis simplificou o procedimento da PCR e aumentou 
a especificidade e o rendimento da reagao de amplifi¬ 
cagao. Alcm disso, produtos dc PCR longos puderam 
ser amplificados a partir do DNA genomico, prova- 
vclmcntc devido a redugao na cstrutura secundaria da 
fita-mol de nas elevadas temper aturas utilizadas para a 
extensao dos iniciadores. Neste contcxto, produtos dc 
ate 10 kb puderam ser obtidos com o List? da Taq DNA 
polimerase c dc outras enzimas tcrmoc stave is cm vcz 
dos fragmentos com ate 400 pb que eram gerados pelo 
uso do fragmento Klenov). Estc aspccto contribuiu so- 
b remand ra para a difusao do uso da PCR. 

A caracteristica de duplieagao exponencial de pro¬ 
dutos esp calicos por meio de ciclos repetidos (desnatu¬ 
rae ao, hibridagao e extensao) con fere alta sensibilidade a 
PCR, possibilitando de tec tar quantidades da ordem de 
nanogramas de acidos nudeicos, A alta especificidade 
da PCR e confer ida pelas sequencias dos iniciadores que 
devem ser previa mente estudados utilizando program as 
de informatica de livre acesso ou comercializados. Estas 
caractcrfsticas da PCR assodadas as inumeras modifi- 
cagoes e inova goes agregadas desde sua descrigao origi¬ 
nal tem ampliado grandemente o campo dc aplicagao da 
PCR (Atlas, 1994; Vosbetg, 1989; Ferrari, et al., 1996; 
Lee, Morse, Qlisvik, 1997), como apresentado no qua- 
dro 9.1. 

Cinetica da Reagao de Amplifica9ao 

A cinetica de amplificagao da PCR apresenta tres 
fases diferentes (McPherson e Mailer, 2000): inicial, 
intermediaria e tardia (Fig. 9.2). A fase inicial repre- 
senta basicamente o momento em que os iniciadores 
cstao interagindo com as sequencias de DNA-molde 
em busca da regiao complementar. Durante esta fase, os 
iniciadores ligam-sc dc forma randomica a sequencias 
complement ares e nao complementares. Em condigoes 
favoraveis, os iniciadores hibridizam-se com maior efi- 
cicncia as sequencias complementares cspecificas. Essas 
condiqoes de ensaio devem ser estabelecidas (tempera¬ 
tura, cone cut ragao dc ions Mg 3t ) para assegurar a maior 
especificidade possivel do ensaio. 

Na fase intermediaria da PCR, observa-sc uma am- 
plificagao exponencial (multi pi icaqao do numero) dos 
produtos de PCR que foram selecionados durante os 
ciclos iniciais. No decorrer desta fase, a concentragao de 
produtos de PCR gerados e rclativamente maior que a 
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Qiiadro 9.1 - Aplicagoes da PCR. 


>*■ 

Areas 

Aplica^des 

Pesquisa e aeons elha me nto genetico 

Detecgao de mutagoes, diagnostico pre-natal de doen~ 
gas h credit arias, determinagao do sexo pre-natal, de ter¬ 
minal ao de polimorfismos populacionais, dctccgao de 
marcadores geneticos, produgao de sondas para mapea- 
mento de genes e hibridaqao in situ, genetica populacio- 
nal, Idcntificagao forense dc individuos, c outras. 

Investigagao clinic a 

Detecgao c gcno tip age in dc patogenos, idcntificagao 
de oncogenes ativos e tip age m de to more Eg monito- 
ramento de progressao de doengas e terapias, estudos 
dc suscctibilidadc a do eng as c avaliagao p re- clinic a 
dc risco, c outras. 

Biologia molecular 

Sequenciamento de genes, analise e modificagao de 
genes, estudos dc expressao genic a, mutagen esc dc 
sitio dirigida, c outras. 

Outras areas 

Monitor a mento dc risco ambiental (biosseguranga) e 
outras aplicagocs. 



Nurnero crescente 
de ciclos 


Figura. 9.2- Cinerica da atnpUficagao de DNA por PCR- Na erapa inicial, os inietadores estao raatreando as sequencias com pie men rates 
do DNA-alvo c oeorrc a formagao dob primeiros produtos de ampJifieagao. Na etapa intermediaria, tem-se a amplifkagao exponendal dos 
prod n to b da PCR. Na etapa tardia, ob produtos de amplifkagfto form a dob aeumulam-se resultando na saturacao da amplifica^ao. Adaptado 
de^ McPherson, Mailer, 2000, 
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de DNA-alvo, O acumuto rapido dos produtos ocasio- 
na diminui^ao da efidenciade ampliiica^ao que resulta 
em u m estado de satura^ao den om in ado de efeito pi a to, 
observado na fase. tardia. 

A fase tardia ou fase plate compreende a satura^ao do 
sistema de amplificado, em que nao mais o cor re a re la- 
do exponential e litre o numero de ciclos e a quantidade 
dc produtos dc PCR gcrados (lug, 9.2), Alguns fatorcs 
que podem diminuir a taxa dc amplifica^ao durante os 
ultimos ckloSj sao; 1) consumo dos substrates (iniciado- 
rcs c dNTPs); 2) cstabilidadc dos reagentes (dNTPs c 
enzimas); 3) inibi^ao do produto form ado (pirofbs&to, 
DNA de fita dupla); 4) competi^ao entre os reagentes por 
produtos inespetificos ou d micros de inieiadores; 5) re- 
hibridiza^ao de produtos espetificos em concentrates 
supcriorcs a 10'M (podc diminuir a taxa dc ex tens ao ou 
dc proccssamcnto da DNA polimerase tcrmocstavcl ou 
causar um desvio na amplificado dos produtos originals 
c liberagao dos in id adorer); c 6) desnatura^ao incomplcta 
do DNA-molde ou dos produtos de PCR gerados quan- 
do presentee em altas concentrates. 

Um importante fator que determina o apareci- 
mento do efeito plato sao baixas concentrator de 
produtos espetificos com a presents dc produtos ines¬ 
petificos rcsultantcs dc parcamcntos crroncos dos 
iniciadorcs que podem continuar a scr amplificados 
pre te re ncia I m e nte. 

Preparo Jos Reagentes 

Os componcntcs (reagentes) esse ncia is para o dc- 
senvolvimento da PCR sao: DNA-molde, oligonu- 
cleotideos (iniciadores), DNA poll unerase termoestavel, 
desoxirribonucleotfdeos (dNTPs), ions de magnesio e 
tampau de rea^ao. 

DNA-Molde 

Os acidos nuclei cos a serem avail ados por meio da 
PCR podem ter origens variadas que incluem tanto 
amostras bioldglcas como sangue total, urina, liquido 
cetalorraquidlano, fezes, esfregains d uncos, soro, leu- 
cotitos purificados, amostras de tecido proveniente de 
biopsia cirurgica, raiz de cabeio, e sperm a, culturas de 
cclulas e espeeimes preservados cm parafina, entre ou- 
tros.. Varies protocolos para a obten^ao dos acidos nu¬ 
clei cos a partir de amostras biolog leas foram descrltos 
(Lai-Gold man, Lai, Grady, 1988; Williams, Kwok, 
1.991; White; Madej; Persingt, 1992; Davis; Kuehl, 
Battey, 1994; Sbibata, 1994; Shimizu, Burns, 1995; 
Quin, 1997; Salazar et al. 1998). 


Teoricamente, uma cdpia Intacta do DNA-alvo pode 
ser amplificada por PCR. Um maior numero de mole¬ 
cular de DNA-alvo aumenta a probabilidade de uma 
amplificado bem-sucedida. Quant id ades entre 50 ng e 
1,0 jig sao usualmente empregadas para gerar numero de 
copias detectavel do gene-alvo. Contudo, algumas im¬ 
pure zas tais como formalina, moleculas contendo grupos 
heme, heparina, acido humico, agentes quelantes de clo- 
reto de magnesio, deterge nte s e me tais pc sad os (e special- 
men tc Fe 2+ e Fe 5+ ) podem inibir a PCR, sendo necessario 
elimina-los ou diliu-los para evitar falsos-negativos. 

Oligonucleotideos Iniciadorcs 

Os oligonucleotideos iniciadorcs {primers} represen- 
tam sequencias de nucleotfdeos em fita simples com alta 
homologia (complementaridade G:C e A:T) aos seg- 
mentos que flanqueiam o segments de acido nucleico 
a ser amplificado (Fig. 9.1). As sequencias dos inicia- 
dores sao selecionadas com o uso de program as compu- 
taeionais que simulam o ensaio de PCR sob d i fere nte s 
conduces (especificidade, tern per at ura de hibridiza^ao, 
formayao de e strut liras secundarias nas sequencias dos 
iniciadorcs). Para a. escolha dos iniciadorcs, algumas ca- 
racteristicas devem ser consideradas e estao descritas a 
seguir. 

Tam an ho do Produto a ser Amplificado 

Produtos pequenos de PCR (200-400 pb) sao teo- 
ricamente mais praticos e faceis de amplificado em re¬ 
late a produtos ma lores. Is to esta relacionado com a 
eficientia da rea^ao de polirnerase (taxa de suites e, ver 
item DNA polirnerase) e com a minirniza^ao da forma- 
do de estruturas secundarias do amplicon. Alem disso, 
produtos longos sao mais suscetfveis a hibridiza^ao cru- 
zacia com iniciadores e outras sequencias genic as. Pro¬ 
dutos de 100 pb ou men ores devem ser evitados quando 
se utiliza o sistema eletroforetico para identifica^ao, uma 
vez que podem ser confundidos corn iniciadores e/ou de 
iniciadores dimerizados ( primer-dimer ). Para analise de 
ponto de mutaf ao ou polimorfismos de nucleotideo uni- 
co, fragmentos de 300-350 pb perm item uma separa^ao 
eletroforetica bem-sucedida dos a lei os. 

1 am a nho dos Inidado res 

Para rea^oes de amplificado de DNA genomico, 
usualmente os iniciadores devem ser maiores que 17 mer 
(denominate do comprimento, em numero de bases, de 
um oligonucleotideo de fita simples [do grego me.ros e que 
significa parte]). Este criterio tern base na probabilidade 
de a combina^ao randomica de 17 mer (4 = 17 bilhdes) 
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com a sequenda genomica total (3 bilboes) ser menor que 
1 %, Inicmdores de tamanhos menores podem ser utili- 
zados, porem, a especifieidade diminui consideravelmen- 
te> uma vez que estes oligonudeotideos podem hibridar 
com sequent:]as diferentes das esperadas. Por outro lado,, 
in ici adores longos (acima de 30 mer) nao an men tarn a 
especifieidade e o calc is lo da temperatura de dissociate 
(temperatura de melting, temperatura em que 50% 
dos inidadores estao dissociados) torna-se menos confia- 
vel. Assam, inidadores com tamanhos entre 20 e 30 mer 
sao os que fornecem melhores resultados. 

Composifdo de Nucleottdeos 

Em geral, uma composi^ao de nucleotide os com 
conteiido balanceado de GC versus AT (por exemplo, 
45 a 55% GC) e sem segmentos repetidos e recomen- 
davel. O conteiido de GC na extremidade 3" do inicia- 
dor tambem tem um papel import ante. Se o conteiido 
GC c muito baixo, uma fraca hibridizacao da rcgiao 
terminal 3 1 pode diminuir a eficiencia de incorporaqao 
de nucleotideos pela ON A polimerase. Por outro lado, 
um conteiido GC alto na extremidade 3' pode gerar 
uma for (pa de hibrida^ao sufidente para iniciar a sinte- 
se do produto de PCR, sem que ocorra a hibridizacao 
com pi eta do iniciador a sequencia-alvo, 

Temperatura Otima de Hibridafdo 

A temperatura de hibrida^ao (temperatura em que 
o cor re o pa ream en to mais especifico entre as bases do 
iniciador e as da sequenda-alvo) e particularmente im- 
portante para determ’mar a especifieidade da rea^ao. 
Em baixas temperaturas, os iniciadores podem hibridi- 
zar-se a sequencias similares em alguma parte do ge¬ 
mma, resultando na formacao de multiplos produtos 
de amplifica^ao. Por outro lado, altas temperaturas dc 
hibridizacao result am em condicocs de alta estringencia 
para a hibridizacao do iniciador e consequentemente na 
formacao dc produtos esperificos. A PCR pode iniciar 
com baixas temperaturas de hibridizacao (~ 55°C), nos 
primeiros dclos, que podem scr au men tad as em 3 a 5“C, 
nos ciclos consecutives, ate que a especifieidade maxima 
seja alcan^ada. Teoricamente, os inici adores com alto 
conteudo de GC re que re m altas temperaturas de hibrb 
daqao para garantir a especifieidade do produto. Para 
o calculo da temperatura de bibrida^ao ou associa^ao 
(T) um metodo simples e bastante utilizado baseia-se 
na soma de 2°C para cada A ou T e 4°C para cada C ou 
G, OU seja, T = (T m - 5°C) = 2 (A+T) + 4 (G+C) - 5°C 

A temperatura de dissociate (T m ) dos inidadores 
sense e antisense deve ser similar ou equivalente entre 


si, de modo a evitar falsos p a re a men to s. Por exemplo, 
con didoes muito estringentes de b ibrida^ao do iniciador 
sense ao DNA-alvo desfavorecem a hibridaqao do ini¬ 
ciador antisense e dificultam a gera^ao do produto. Em 
contrasts, conduces de baixa estringencia do iniciador 
sense possibilitam a hibrida^ao do iniciador antisense a 
outras sequencias do segmento-alvo e ocasionam a ge- 
ra^ao de produtos inespecificos. 

Estrutura Secundaria dos Inidadores 

As bibridiza^rles intramoleculares dos oligonucleo¬ 
tide os Icvam a formaqao dc al^as que pode inviabilizar 
sua hibridizacao com a sequencia-alvo. Na sele^ao dos 
inidadores, devcm scr evitadas sequencias que possibi- 
litem a formacao dc estruturas seeundarias, principal- 
mente para os genes com baixa abundancia. Ncssc ease, 
podem-sc utilizar altas conccnrracoes de inici adores 
para aumentar a probabilicla.de de ocorrer a hibridizacao 
entre este e o segmento alvo, antes de form a r a estrutura 
secundaria apbs cada etapa de desnaturaqao da rea^ao. 

Inte rapes In i dado? -In i da dor 

Como a concentrate dc inici adores c superior a do 
DNA-alvo dc amplificagao, pode ocorrcr hibridizacao 
entre sequencias com piemen rare s dos proprios inicia- 
dorcs, de modo a formar homodfmeros (sense-sense ou 
antisense-antisense) ou hctcrodimcros (sense c antisense), 
Alem disso, a sobreposi^ao (complementaridade) de se¬ 
quencias na extremidade 3 r dos inidadores e tambem 
um fator critico para a formaqao de dimeres. 

Con centrapdo dm In iciadores 

A concentrate final rccomendada dos inidadores e 
de 0,1 a 1 fiM, equivalente a uma concentra^ao final entre 
5 c 50 pmol dc cada iniciador cm 50 pL de rea^ao final 
Altas concentrates destas mol ecu las devcm scr evitadas 
por que podem gerar produtos inespecificos e aumentar a 
formaqao de artefatos, coino dimeros de inici adores. Por 
outro lado, em baixas concentraqdes, menos moleculas de 
inidadores compete in pelas sequencias-alvo no DNA e 
menos produtos sao gerados no final do processo. 

Espedfiddade da PCR 

Embora a amplifica^ao seja dependente da combi- 
na^ao de duas sequencias de inidadores, a espedfid¬ 
dade de cada iniciador para evitar a coamplificaqao de 
segmentos nao dcsejaveis e crucial para o sucesso da 
PCR, lsto pode ser avaJiado consultando sequencias de- 
positadas nos banco s de dados inter nationals tais como 
GenBanE (Gen Bank sequence Database — N1H- http:// 
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www.ncbi nlm.mli.gov//gen R a n k), European Molecu¬ 
lar Biology Database — EMBL (http://www.ebi.ac.uk/ 
embl/ind ex. html), Genome Sequence Database —GSDB 
(http://www.ncgr.org/gsdb/gsdb.html) e Genome Data¬ 
base — GDB (http://www.gdb.org/). 

A partir dos hancos de dados, sequendas prove- 
nientes de um organ ismo podem ser comparadas com 
outras, deb nisi do regioes homologas ou diverge rites en¬ 
tre as especies. O material gcnetico de alguns organis- 
mos ja esta completamente sequenciado, facilitando a 
selet^ao dos inici adores. For outro la do, em organism os 
que possuem o genoma apenas parcialmente sequen- 
ciado, os inici adores selecionados nem senipre sao es- 
pecfficos, podendo reconhecer segmentos presentes em 
mais de um orgamsmo. Devido a este fato, eventual- 
mente, inidadores podem tambcm rcsultar cm produ- 
tos incspcdficos. 

A especificidade da rea^ao pode ser aumentada rc- 
duzindo-se a concentra^ao dos iniciadores ou de DNA 
polimerase, minimizando o tempo de hibridiza^ao e 
extensao, ou ainda reduzindo a concentra^ao de cl ore to 
dc magncsio (Mg i+ livrc). 

Tip os de Iniciadores 

Iniciadores oligoespeciitcos — representam sequen¬ 
ces homologas (complementares) as sequencias-afvo e 
podem ser empregados na amplifica^an de segmentos 
de acido nudekos conlieddos (sequenciados). 

Iniciadores com Caudas5* (S' - Tags)— sao iniciadores 
que car regam na extremidade 5’ sequendas dc nucleo¬ 
tide os nao homologos ou outras moleculas adidonais. 
Gcralmcntc tais sequendas nao interferem com o pro- 
cesso de hibridizapao do inieiador ao DNA-alvo e po¬ 
dem desernpenhar as seguintes fun^oes: 1 ) indusao de 
sitios dc restri^ao por endonucleases para subsequente 
cion age nr, 2 ) indusao de sequeneias que possam fun- 
cionar como iniciadores em PCRs secundarias (adap- 
tadores); 3) indusao dc sequeneias promotoras para a 
transeri^ao in vitro a partir de produtos de PCR por 
meio de RNA polimerases {Hayashi, 1994); 4) indusao 
dc moleculas sinalizadoras, como, por cxcrmplo, fluo- 
roforos, que sao uteis na detec^ao de produtos de PCR 
em tempo real ou no sc que nci ament o de DNA. 

Inieiador Degener ado —e o inieiador que contem tro- 
ca de nueleotfdeos na sequencia (Kwok et ah, 1994). Por 
cxcniplo, no inieiador GG(CG)A(CTG)A, a terceira 
posigao e C ou G, e a quinta c C, T ou G. O uso de ini¬ 
ciadores degenerados em PCR e um metodo poderoso 
para i solar clones dc cDNA nos qua is somente parte 


da sequencia de aminoacidos da protein a codificada e 
conhecida (Lee et ah, 1988). 

DNA Polimerase 

Sao muitas as propriedades da DNA polimerase na re- 
plicayao do DNA in vivo e in vitro, entre elas destacam-se: 

Atividade polimerase 5' para 3 T to das as DNA-poli- 
m erases us am deoxirribonueleotideos-5-trifosfato (dN- 
TPs) para adicionar um desoxirribonucleotideo-5'-mo¬ 
no fosfato a hidroxila da extremidade 3 s de um inieiador. 

Atividade exoiiuclease 3' para 5’ — a atividade exonu- 
lease 3 —^5’ remove um unico nucleotfdeo por vcz, li¬ 
ber an do um nucleotideo 5 -monofosfato. Essa atividade 
permlte a corre^ao da. in corpora*: ao de nueleotfdeos er- 
roneos (proofreading ) pela DNA polimerase. Na ausen- 
cia dc dNTPsj a atividade exonuclease atua em DNA 
de fita simples e de fits dupla retirando nucleotideos a 
partir da hidroxila livre na extremidade 3’, o que nao 
ocorre na presen 9 a de dNTPs. 

Atividade exonucleasc 5' para 3* — Remove um 
nucleotideo por vez, liberando predominantemente nu¬ 
cleotide os-5-fosfato. No entanto, ocasionalmente pode 
tambcm liberar oil go nueleotfdeos longos, acima dc 10 
nucleotideos. 

Eficiencia — a da DNA polimerase depende da capa¬ 
cidade do pro cess a men to e da taxa ou velocidade de 
sintese. 

A capaddadc de processamento c a medida da afini- 
dade da enzinia pela fita de DNA-molde, Quanto maior 
a intera^ao da DNA polimerase, maior sera a capacidade 
de processamento e maior extensao da sequencia de DNA 
sera sintetizada antes de sua dissociate* da fita-molde. 
Apos essa dissoda^o, outra DNA polimerase se ligara 
ao DNA recem-sintetizado, dando continuidade a sintese. 
Este processo se rep etc ate a total sintese do DNA. 

A taxa de sintese corresponde a capacidade de m- 
corpora^ao de nucleotideos (nt) por segundo pela DNA 
polimerase durante a sintese do DNA. Esta taxa varia 
entre as DNA polimerases que podem incorporar desde 
5 a 10 nt s ' 1 ate mais que 100 nt s' 1 . 

Fidelidade na inser^ao dos nucleotideos — durante a 
incorporate dos nucleotideos pela DNA polimera¬ 
se, observam-se pareamentos (A:T) e (C:G) errados 
com frequenda de 10 s a 10 ’ por molccula de DNA. 
Os fa tores que contribuem para o parcamcnto errado 
sao: 1 . tipo de nucleotideos ineorporado, as transi^oes 
(t G (inieiador) *T rt sao mais facilmente form ad as do que 
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as transversoes ll C*C” e “G 4 G”; 2. capac idade de idem 
tifica^ao do nucleotideo pela DXA polimerase; e 3, se~ 
quencia de nucleotide os onde o pare a men to o cor re. Por 
outro 1 ado, os fatores que estao envolvidos no reconhe- 
cimento da incorporate de bases alteradas pela poli¬ 
merase sao: 1. diferen^as na estabilidade de liga^ao dos 
substrates nucleotfdicos pare ados e nao pare ados pelo 
complexo polimerase-DNA; 2, a Iterates conformacio- 
nais da enzima que perm item o escape preferendal dc 
substrates (dNTPs) ligados incorretamente; e 3. dife- 
ren^as na tax a de catalise para a format 0 de liga^des 
fo store-dies ter cor r eta e in cor ret a. 

Atualmcntc, mu it as DNAs polimerase s estao dispo- 
niveis comercialmente, cada qual com propriedades pe¬ 
culiar es, as quais podem ser exploradas para uma grande 
variedade de apl leasees (mais dc tallies cm Aplica^oes 
ver: Abramson, 1995; McPhcrso; Mollcr, 2000). 

A concent ra^ao recomend ad a da enzima varia entre 
1 U e 5 U para um volume final de 100 pi, por rea^ao. A 
concentrate otima da enzima pede ser obtida testando 
diferentes concentrates seguidas dos resultados em gel 
de eletroforese. 

Concentrates muito baixas de DNA polimera¬ 
se podem gerar quantidade insuficiente do produto de 
PCR. En quanto altas concentrates da enzima resul- 
tam cm maior quantidade de produto dc PCR mas, 
entretanto, t a mb 6m podem aumentar a taxa de smtese 
de produtos intermediaries e/ou inespedficos lor mad os 
nos primeiros ctclos da PCR. 

D esoxinucleotideos 

Os dcsoxi nucleotide os (dNTPs) sao os substrates 
incorpora dos durante a smtese dos produtos dc PCR. 
A concentrate de dXTPs devera ser de 20 a 200 JUlM 
na rea^ao final para reduzir a probabi!idade de parea- 
memtOj erroneo e garantir alta fidelidade durante a in¬ 
corporate na molecula a scr sintetizada. Os quatros 
dNTPs (dATP, dTTP, dGTP e dGTP) deverao ser 
utilizados em concentrates equivalentes, de modo a 
minimizar incorporates incorretas das bases. Uma 
concentra^ao final de dNTPs superior a 50 mM na 
PCR inibe a Taq DXA polimerase. A concentra^ao 
deve ser a me nor possivel, de modo a garantir a smtese 
da sequencia-alvo e minimizar o pareamento incorreto 
em regioes nao alvos, bem como reduzir a probabi1i- 
dade de erro na incorpora^ao de nucleotide os durante 
a ex tens ao (fidelidade). Por exemplo, 20 pM de cada 
dNTP, em uma rea^ao de 100 pL, sao teoricamente 


sufic ientes para sintetizar 2,6 pg de uma sequencia de 
400 pb (Atlas, Bej, 1994). As solu^oes de dNTPs po¬ 
dem ser obtidas comercialmente dc forma isolada ou ja 
misturadas (4 nucleotfdeos juntos). 

A 

Ions Magnesio 

A DNA polimerase requer ions divalentes de 
magnesio (Mg 2+ ) como cofatores enzimaticos. A con¬ 
centrate destes tons afeta a hibrida^ao dos inidado- 
res a sequencia-alvo, aT , a atividade e a fidelidade de 
incorporate dos dNTPs da DXA polimerase (menor 
taxa de erro). Usualmente, concentrators entre 1,5 
mM c 4 mM de MgCl 3 sao utilized as nos ensaios dc 
PCR para aumentar a c specific idade c a quantidade 
de produtos form ados. A concentra^ao otima de Mg 3+ 
deve scr deter min ada para cada par dc in id adores. 

E importante salientar que a concentra^ao de Mg 2 ' 
e afeta da pek concent ra^ao dc dNTPs, pois na PCR ha 
liga^ao equimolar entre. dNTPs e Mg 2+ . Segundo Atlas 
e Bej (1994), os ensaios de PCR devem conter de 0,5 a 
2,5 mM de magnesio a mais que a concentrate total 
de dNTPs. Segundo McPherson e Mo Her (2000), para 
a concentra^o de Mg CL, de 1,5 mM (1.500 pM), se a 
concentrate de cada dX r TP for de 200 pM a concern 
tra^ao total de dNTP e de 800 pM. A concentraqao 
de Mg 2+ livre sera de 700 pM (1.500 pM de Mg 2+ — 
800 pM de dNTP). Esta concentrate esta significa- 
tivamente abaixo da concentrate otima requer id a pela 
Taq DNA polimerase. Contudo, se a concentrate de 
cada dNTP for de 50 pM, a concentrate tota l de cada 
dNTP e 200 pM e a concentra^ao de Mg^ livre sera de 
1.300 pM (1.500 pM dc Mg 2+ - 200 pM dc dNTP) que 
representa uma concentra^ao otima para a Taq DNA 
polimerase. Por outro lado, a present a dc acido c tileno¬ 
di ami note tracetico (EDTA) ou outro s agentes quel antes 
na rea^ao pode interferir com a concentrate de Mg 2 *. 

Tampao de Rea^ao 

A present de um tampao adequado tambem e ne- 
cessaria para a rea^ao de PCR. O tampao re co mend ado 
tern Tris-HCl 10 a 50 mM (pH 8,3 a 8,9). Tambem 
contcm KC1 50 mM que facilita a bibridat 0 dos ini- 
ciadores. Concentrates superiores a esta podem ini- 
bir co triple tamente a atividade de DNA polimerase. A 
maioria das DNAs poll unerases disponfveis no mere ado 
sao torn eci das com o tampao especffico cuja composi¬ 
te, no entanto, pode variar de acordo com o fabricante 
para otimizar as condi^oes cl a rea^ao. 



102 


Andlues de RNA, Protein as e Metabolites: Metedohui 


a e Proeedhnentos Tecmcos 


Alguns tampoes contem tambem detergentes ioni- 
cos {Tween 20, Triton X-100, Nonidet P-40) e gelatin a 
ou albumina serica bovina (100 pg/mL) para estabilizar 
a DNA poIimera.se na rea^ao final quando a enzima esta 
diluida abaixo de 1 U/100 pL* 

Cossolventes 

Cossolventes, tais como glicerol, dimetilsulfoxido 
(DM SO) e formamida, podem ser utilizados para elimi- 
nar artcfatos (forma^ao deb and as incspcclficas} da PCR, 
bem como auxiliar na amplifica^ao dc moldcs de DNA 
que contenham alto conteiido de G e C e que geralmente 
nao desnaturam complctamcnte, imped in do a hibrida^ao 
dos in id adores as scqucndas-alvo* Dcsta forma,, os cos- 
solventes promove m conduces de alta estringencia para 
hibridiza^ao do inidador ao DXA-molde. Estes produ- 
tos quimicos podem tambem afctar a termoestabilidade 
da DNA polimerase> Formamida a 5% ou glicerol a 10% 
podem diminuir o ponto de temperatura de desnatura^ao 
em 6,2°C (Land re, Gel fan d, Watson, 1995)* 

Condifdes dos Ensaios de PCR 

Tipi cam ente, a PC Re realizada em ciclos repet idos 
de temperaturas variaveis para as etapas de desnatura- 
gao, hibridiza^ao c extensao* A cscolha das tempera- 
turas adequadas e cssencial para mantcr a estringen¬ 
cia requerida para a hibridiza^ao dos iniciadores as 
sequencias-alvo e garantir as con cl Roes otimas para a 
desnatura^ao e a extensao do DNA de fita dupla* 

Desnaturayao 

Geralmente, a desnatura^ao do DNA-alvo c reali¬ 
zada durante 3 a 5 minutos, antes do prime! ro cielo, uti- 
lizando-se temperaturas entre 94°C 95°C, Nos demais 
ciclos, a temperatura dc desnatura^ao (94°C - 95°C) c 
mantida por 30 a 60 s. A sele^ao da temperatura c tempo 
de de&natura£&Q depende da extensao e quantidade de G 
c dc C na sequencia-alvo. Temperaturas baixas ncssa fasc 
podem rcsultar cm desnatura^ao incornplcta da fit a du- 
pla-alvo e/ou do produto de PCR e, consequentemente, 
resultados negativos* Resultados negativos tambem po¬ 
dem ocorrcr sc as temperaturas dc desnatura^ao sao altas 
c/ou Ion gas, pois levam a perda da atividadc enzimatica 
da DNA polimerase rnais rapidamente. 

Hibrida^ao 

A etapa de bibnda^ao eompreende a intera^ao dos 
iniciadores com as sequencias-alvo por complementa- 
riedade das bases. O processamento desta etapa envolve 


a utilizaqao de temperaturas adequadas obtidas a parti r 
das sequences dos iniciadores (ver item Temperatura 
otima de hibridizagao). 

Extensao 

O tempo dc extensao depende do tamanho e nu- 
mcro de cdpias do DNA-alvo c da temperatura tisada 
na etapa de sfntese dos produtos de PCR. A atividade 
da Taq DNA polimerase varia em duas ordens de mag¬ 
nitude entre temperaturas dc extensao de 20 c 8.5°C. A 
temperatura dc extensao dos iniciadores mais utilizada 
e de 72°C, sendo esta a ideal para a atividade maxima 
da Taq DNA polimerase* 

Para amplifica^ao dc produtos raaiorcs que 1 kb do 
DNA-alvo, a fase de extensao dos iniciadores pode ser 
realizada por 1 a 7 minutos, de aeordo com o tamanho 
da scqucncia a scr amplificada* Com o tempo dc ex¬ 
tensao muito longo, agentes como gelatin a ou albumina 
s erica bovina devem ser ad i cion ad os a solu^ao tampao 
da rea^ao para aumentar a atividade e estabilidade da 
Taq DNA polimerase*. 

Otimiza^ao da PCR 

Varios parametros devem ser otimizados na PCR 
para garantir alta especificidade dos produtos gerados e 
alta sensibilidade do sinal dc amplifica^ao* Dent re eles 
destacam-se: concentra^ao de ions Mg" r , temperatura de 
hibridizacao dos iniciadores, concentrate de dNTPs, 
presen^a ou nao de cossolventes e numero de ciclos* 

O numero de ciclos e particularmente import ante, 
uma vez que afeta tanto a sensibilidade como a especifi- 
cidade da PCR. Para baixo numero de copias de DNA- 
alvo, e pneciso utilizar maior numero de ciclos, enquanto 
muitos ciclos favorecem a gera^ao de produtos inespe- 
cfficos. Alcm disso, acima dc determinado numero dc 
ciclos, o sinal do produto de PCR nao aumenta com o 
numero de ciclos, e o que se observa e uma interrupfao 
na forma^ao do produto amplificado cspccifico (mais 
dctalhcs ver item Cinctica da rca^ao dc amplifica^ao)* 

Numeros de Ciclos 

O numero otimo de ciclos depende principal me nte 
da concert tra^ao do DNA-alvo, quando outros paramc- 
tros sao otimizados* O numero maxima usualmente e 
inferior a 40 ciclos. Segundo Innis e Gelfand (1990), 
Kary Mull is comentou "Se voce tem que tazer mais do 
que 40 ciclos para amplificar uma unica copia de gene 
ha algo de errado com o seu PCR 1 '. Um numero tao 
elevado de ciclos pode aumentar a quantidade e a com- 
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plexidade de produtos inespectficos gerados, reduzindo 
a especificidadc da rca^ao. For outro kdo, niimeros bai- 
xos de eiclos podem resultar em uma pequena quantida- 
de de produto amplificado e/ou sua ausencia reduzindo 
a sensibilidade do ensaio, 

Analise Confirmatoria do Produto 
Amplificado 

Varias tecnicas sac empregadas para avaliar o 
produto amplificado, incluindo eletroforese, digestao 
enzimatiea (endonucleases), blotting, emissao de fluo- 
rescencia, sequenciamenteg espectrometria de massa 
e outras (Neumaier, Braun, Wagener, 1998), O mais 
comum c visualizar o t a man ho do produto dc amplifi- 
ca^ao apos separate eletroforetica em geis dc agaro¬ 
se oil poliacrilainida, corad os com brometo de etfdio, 
SYBR Gold®, ou nitrate de prata. O tamanho de um 
produto de PGR pode ser estimado conhecendo-se a 
posi^ao dos sitios dc hibridiza^ao dos in id adores nas 
scqucncias-alvo c dc term in ado por compara^ao com 
marcadores dc tamanho molecular dc DNA conhc- 
cidos. 

Na figura 9.3 sao apresentados os produtos de 
PCR separados por gel de agarose cor ado com bro¬ 
meto de etidio (3A) e as absorbancias corresponden¬ 
t's aos eiclos dc amplifica^ao (B) compreendidos na 
fase exponcncial dc amplifica^ao para o gene trans¬ 
porta dor monocarboxilado do lactato-1 ( MTC-1 ) cm 
cora^ao de camundongos* 


Fatores que Influenciam na Eiiciencia 
da PCR 


Os dimer os de iniciadores representam produtos da 
extensao do proprio iniciador ou hibridado a outro ini- 
ciador durante a rca^ao da PCR, Considcrando que cs~ 
tes produtos possuem uma ou ambas as sequencias dos 
iniciadores e sequencias complement ares, tornam-se al- 
vos de amp! ifi canoes* E por serem pouco ex tenses, estes 
sao amplificados com muita eficienctae podem compe- 
tir pelos iniciadores coni as moleculas-alvo de inter es¬ 
se a serem amplificadas. Para evitar ou minimizar este 
artefato, a sele^ao dos iniciadores deve ser cuidadosa, 
procurando-se evitar a constructs de iniciadores com 
extremidades 3* homologas. O controle da forma^ao 
de dimer os deve ser rcalizado por mcio de PCRs, nas 
qua is os iniciadores estao present es, mas na ausencia da 
molecula-molde de cDNA. Este procedi mento podera 
scr acompanhado cm gel de agarose dc alta resolute, 

Recombinafao entre Dois Produtos de PCR 
Distintos 

Ocas ion almente, pode ocorrer a amplifica^ao de 
produtos inadequados peia PCR quando genes dife- 
rentes compartilham homologia suficicnte para hibri- 
diza^ao mutua durante os primeiros eiclos da rea^ao. 
Neste contexto, pode aparecerum fragmento amplifica¬ 
do adidonal no produto final cspcra.de, principalmcntc 
quando muitos eiclos dc amplifica^ao sao utilizados* E 
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Figura 9.3- Produtos dc amplifica^ao do gene MTC-1 utilizando-se RNA total (2 |ig) para conversao em cDNA pel a RT gerados em 
dift;rentes eiclos dc ampMea^ao. (A) Pcrfil cletroforctico do fragmento de MCT-1 anplificado, (B) Rcprcscnta^ao gr&fica da cinctica de 
amplifica^io do gene MTC-1 em fnn^ao da quantifierao densitometries. das bandas eletroforetkas nos diferentes eiclos utilizados. A fase 
in ter median a compreende os eiclos 26- a 37 e a fase tardia inicia-se no delo 40 (Cortesia Dr a. Rozangela Verlengta). PM, marcador de 
tamanho molecular de DNA de 100 bp. 
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importante estar atento a esta possibilidade que podc 
gerar moleculas que nao sao representatives dos genes 
ou RNAms pcsquisados. 

Produto de PCR de Fita Simples 

A amplifica^ao linear assimetrica de sequencias- 
-molde podc ocorrcr durante os ultimos ciclos da PCR. 
Esse cvcnto c observado qtiando ha um desequilfbrio no 
con sumo dos in lei adores sense e antiseme, Neste caso, a 
cad a ciclo formam-se produto s de fita simples e de fit a 
dupla. A sintese do produto de fita simples acumula-se 
cm progressao ar it me tic a, enquanto o de fita dupla segue 
um padrao dc amplifica^ao cm progressao geometric a, 

Quando o produto amplificado e an alls ado por eletro- 
forese em gel de agarose, o produto de DNA de fita sim¬ 
ples aparccc como uma band a dc migra^ao adicional que 
migra mais rapido do que o produto dc fita dupla. Esta 
propriedade da PCR, que per mite a gcra^ao dc moldcs dc 
fita simples, pode ser utilizada para o sequenciamento de 
produtos de PCR ou ainda para a preparaqao de sondas es- 
pecificas. Para otimizar a forma^ao dc um produto dc fita 
simples, podc-sc utilizar a razao 10:1 entre os iniciadorcs. 

Contaminayao 

Dcvido a alta sensibilidade da tecniea de PCR, o 
risco de contamina^ao das moleculas-molde com mo- 
leculas nao desejadas (produto de clonagem, produtos 
dc amplifica^ao previa - amplkom , entre outros) c po- 
tendalmente relcvante, reduzindo a fidclidade dos rc- 
su It ados, Desta forma, e importante que meeanismos 
de controle da contaminant) sejam considerados du¬ 
rante a PCR, tais como areas isoladas para o preparo 
das amostras, para o prepare dc reagentes c adi^ao dc 
am os tr as c tambem para a analisc dos rcsultados pos- 
PCR. Alena disso, o laboratorio deve ter meeanismos 
de descontamina^ao, utilizando agentes fisicos (UV) e 
reagentes quimicos para a esteriliza^ao das areas c su¬ 
perficies do laboratorio, Contudo, e importante dcsta- 
car que, em par ale lo as reaqoes de amplifica^ao de um 
gene espec.ifi.CG, deve ser realizado controle negativo 
para verificar possiveis contaminates de moleculas de 
DNA que nao as de interesse, Neste caso, utilizam-se 
os reagentes necessarios a amplifica^ao (IT 2 0 ultrapura, 
dNTPsj MgCl. ;? tampao da enzima DNA polimerase, 
DNA polimerase, in ici adore* sense e antisense) na ausen- 
cia da amostra-molde (mais detalhes ver Capitulo 11), 

Tambem e importante verificar se ocorre a amplifi- 
ca^ao de DNA genomico na amostra de RNA em es- 
tudoj titilizando-se tratamento espedfico com DNases 
em experimentos controle. 


Eficiencia Relativa da PCR 

A PCR sistematiza um processo biologico; simi- 
1 armente aos processos in vivo, a eficiencia da rea^ao e 
menor que 100% (eficiencia relativa). Este aspecto e de 
extrema import and a para as analises dc quant ifica^ao 
dos acidos nucleicos. Neste contexto, o ter mo “eficiencia 
relativa da PCR” e utilizado para de sc re ver a eficiencia 
total do processo de amplifica^ao avail ado ao longo do 
numero total dc ciclos da PCR. 

Nos ciclos iniciais, nos quais o numero de molceulas- 
-alvo disponiveis e relativa me nte baixo em comparaqao 
com o numero total da popular ao de acido nucleic o na 
mistura, a eficiencia da PCR c baixa. Similarmentc, nos 
ultimos ciclos, quando o numero dc produtos dc ampli- 
ficaqao e muitO alto e a concentraqao de in ici ado res nao 
hibridizados e limitada, aamplificaqao esperada da PCR 
tambem e de baixa eficiencia. Assim, a amplifica^ao da 
PCR c mais cficicntc durante os ciclos intermediaries 
do processo, intervalo cm que cxistc uma disponibilida- 
de significative de moleculas-alvo, iniciadores, enzimas 
e dNTPs, entre outros, resultando na sintese exponen- 
cial de novas moleculas do produto da PCR, 

Dess a forma, quando o objetivo da analisc c a quan- 
tifica^ao e/ou a semiquantificaqao, e necessario avaliar 
a eficiencia relativa da PCR. Esse dado pode ser obtido 
pela determinate do numero de moleculas de DNA- 
-alvo adicionado na rca^ao ou do numero dc moleculas 
de produtos gerados na amplifica^ao, 

D entre os possiveis me to dos utilizado s com esta 
finalidade, os mais comuns sao: 1. o uso de ensaios 
ligagao-coran te fiuorcsccntc; 2* estimativa espectrofo- 
tomctrica do contcudo de acido nucleico; 3. estimativa 
da quant id ade de acido nucleico a partir do gel de aga¬ 
rose. Um importante ponto e que a eficiencia relativa da 
PCR deve ser avaliada antes do infeio da fiise plato, que 
precisa ser determinada experimentalmente, Este ponto 
define o limite superior do intervalo de quantifica^ao li¬ 
near para uma PCR quantitative confiavel. A eficiencia 
relativa da PCR para uma amplifica^ao especifica e in- 
fluenciada principalmente pela purificaqao da amostra 
durante o processo de extraqao e pelo tamanho e estru- 
tura secundaria da molccula dc acido nucleico-alvo. 

RT-PCR 

A enzima transcriptase re versa (RT), produzida 
por retrovirus, podc ser utillzada in vitro para sintetizar 
moleculas de DNA complementar (cDNA) a partir de 
RNA. Historicamente, esta enzima foi prime iro us ad a 
para transcrever mRNA em cDNA que pode entao ser 
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don ado em veto res para outras manipulates. Durante 
o ciclo de vida de um retrovirus, esta enzima desempe- 
nha tambem outras importantes funfoes, ° que incJui a 
hidrolise do RNA a partir do hfbrido RNA-DNA e a 
copia de DNA de fita simples para a forma^ao do DNA 
de fita dupla. As propriedades funeionais da RT sao 
apresentadas no quadro 9.2. 

Rea^oes RT-PCR para amplificar sequendas de 
RNA a partir de cDNA for am imcialmente utilizadas 
para estudar pontos de muta^ao no gene da ormtina 
transcarbamilase a partir de segmentos amplificados do 
mRNA (Veres et ah, 1987). O emprego desta tecnica 
per mite a detect ao e quant ificaqao da express ao de ge¬ 
nes, produ^ao de cDNA para cl on age m e diagnbstico de 
agentes infeeciosos on doen^as gene tic as, entre outros 
(Cbelly, Kahn, 1994; Myers, Sigua, 1995). 

Para a sintese do cDNA in vitro por meio da rea- 
^ao de RT-PCR, empregam-se geralmente dois tipos 
dife rentes de DNA poli me rases depen dentes de RNA, 
a AMV de rivadado retrovirus aviario que induz a mie- 
loblastose (Avian Mielo bias tom Retrovirus) e a MMLV 
derivada do retrovirus Moloney de eamundongo ( Molo¬ 
ney murine leukemia ). A AMV c uma molccula he ter o di¬ 
me rica contendo dims subunidades: a (aproximadamen- 
tc 63 kb) c p (aproximadamente 95 kb). A subunidadc-a 
expressa atividade 5'-3' DXi\ polimerase dependente 
de RNA, 5-3’ DNA polimerase dependente de DNA e 
RNase H (Das et al., 2001). 


A MMLV e um polipeptideo de 84 kD, com ati¬ 
vidade polimerase localizada no amino acid o terminal 
e atividade RNase H no terminal carboxilieo. Erros 
na inser^ao dos nucleotide os durante a transcribe nao 
podem ser corrigidos por meio da RT, porque estas en¬ 
zima s nao apresentam atividade exonuclease 3-5’, nc- 
cessaria para a corre^ao [proofreading) (Kotewicz, et al., 
1985; Das, et aL, 2001)- 

Uma das limitaqdes em rela^ao a estas RTs e que 
clas possuem baixa capacidadc dc proccssamcnto, cm 
media de 5-15 micleotideos por segundo. A format 0 
de produtos truncados por meio das RT-RNase H f 
parece ser o resultado da pausa da RT sobre o molde 
de RNA, lev an do a degrad acao do RNA por atividade 
RNase. Tsto justifica a maior eficienciada RT na sinte¬ 
se de cDNA completes em conduces em que ocorre a 
redu^ao da atividade RNase TI, encontrada na MMLV 
on com o ii so de MMLV geneticamente modi head a e 
destituida de atividade RNase H (como e o caso da Su¬ 
perscript IT MMLV RNase T 1). 

As RTs AMV c MMLV apresentam atividade cn- 
zimatica otima entre 37 r> C c 42°C, respcctivamcntc. 
Nestas temperaturas, ocorrem diniinuiqao da especifiei- 
dadc dc liga^ao dos inidadorcs com as moleculas-moldc 
e aumento na estabilidade do RNA de fita dupla, o que 
contribui para aumentar a variabilidadc entre ensaios dc 
sintese de cDNA. Para minimizar este problema, pode- 


Quadro 9.2 - Propriedades funeionais da transcriptase reversa. 


Propriedade Fun£ao 

Atividade dc DNA polimerase -RNA dependente 

Pro move a sintese de cDNA utilizando molde s de RNA 
assoeiados a in ici adores form ados por deoxioligonucleoti- 
deos. A enzima c relativamente lenta c incapaz dc sc de- 
sacoplar da fita, tern baixa afinidade. por dNTPs e requer 
concentrates da ordem dc milimolar para produzir efi- 
cientemente produtos de cDNA longos 

Atividade de DNA polimerase -DNA dependente 

Promove a sintese de DNA a partir de moldes de 
DNA ou RNA/DNA us a ndo uma scqucncia propria 
de in ici adores do tipo snaphack, in ici adores desoxioli- 
gonudeotideos exogenos, on pe que nos fragmentos de 
RNA que atuam como iniciadores 

Atividade de RNase H 

Eunciona como uma exonuc lease, removendo nucleo¬ 
tide os a partir das extremidades 5 7 ou da 3" do RNA 
pre sente em uma molccula In b rid a RNA/DNA 
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-se utilizar RT termoativa que aprcsenta atividade em 
temper atur as mais altas e permite o aumento na espe- 
cificidade de liga^ao do iniciador e a reduqao da forma- 
bao de estmturas secundarias no molde de RNA, dl- 
minuindo a hnaliza^ao prematura da sfntese de cDNA 
pda RX 

A DNA polimerase recombinants proveniente da 
eubacteria term ofil ica Therm us thermophUus (rTtb pol) 
possui atividade RT eficiente na presen^a de manganes 
(Mn 2+ ), Com o uso desta enzima, e possivel acoplar os 
dois pass os da RT-PCR (suitese de cDNA e amplifi- 
ca^ao) cm urn linico processo, minimizando possiveis 
contain in a^oes em analises de agentes infecciosos. 

A Thermo Script™ represent a outra RT termoes- 
tavel, derivada a partir do clone do virus mieloblasto 
aviario (AMV) com pontos de muta^ao que reduzem a 
atividade RNase H. A1 em disto, esta enzima e estavel 
em temp daturas acima de 70° C, 

Oligotiucleotideos Iniciadores 

Os oligonucleotide os rotinciramcntc emprcgados 
na reaqao de transcri^ao re versa sao: 

Oligo (dX) — representam sequencias de desox itim id ila- 
to trifostato que durante a rca^ao hibridizam-sc a cauda 
poli-A presence na extremidade 3’do mRNA cucario- 
tico. O uso de oligo (dT) e indicado para a amplifica- 
b&o de fragment os de cDNAs completes (Fox, Nathan, 
1997) c pci mite a forma^ao dc cDNAs exclusivamcntc 
a partir dos diferentes mRNA constituintes da amostra 
biologic a em analise. 

Oligo nucleotide os randomicos — usual me nte, sao em- 
pregadas sequencias contendo seis nucleotadeos, deno- 
minadas hcxamcros ran do mice s ou hexa nucleotide os 
d(N) 6 . For serem sequendas curtas, nao aprcsentam 
homologia com segmentos da molecula-molde, mas po- 
dem hibridizar-se em diferentes pontos da molecula de 
RNA sc houver eomplementariedade* Diferentemente 
dos iniciadores oligo (dT), ncstc caso, tcm-sc forma^ao 
de moleculas de cDNA correspondentes aos diferentes 
tipos de RNAs (mRNA, rRNA) presentes na amostra 
em analise* Sao comumente utilizados quando nao se 
cotihece a sequencia de RNA ou em casos em que ha 
excesso de estruturas secundarias no RNA. 

Iniciador oligoespecifico antisense - representa sequendas 
de 15 a 30 nucleotideos que hibridizam em regioes especi- 
ficas da extremidade 3’ da. molecula de RNA, permitindo a 
forma^ao de moleculas exetusivas de cDNA. Rastante utili- 
zado para a avalia^ao de genes de sequencia conhecida. Tam- 
bem permite a realiza^ao da RT-PCR em um unico passo. 


Kawasaki (1990), avaliando a ehciencia dos dife¬ 
rentes iniciadores - oligo (dT), hexameros randomicos 
antisense * em relab ao a sfntese de cDNA utilizando 
quantidades tguais de RNA viral obtidas de diferentes 
concentrates de celulas (50.000/5.000/500/50), mos- 
trou que os iniciadores bexameros randomicos sao os 
que apresentam mclliorcs resultados dc amplifica^ao. 

Otimiza^ao daTranscripao Reversa 

O casionalmente, sequencias de RNA-molde podem 
ser refratarias a amplifica^ao devido a presents de es- 
t rut uras secundarias intra molecula res. Neste sentido, 
divers as conduces tern si do refer id as na liter atur a ca- 
pazes dc mclhorar o processamcnto da RT. Estes pro- 
cedimentos induem: desnatura^ao do molde de RNA 
a 65°C durante 5 min, pre-tratamento do RNA com 
hidroxido de metilmercurio, adi^ao dc DM SO e rea¬ 
lizable da RT a altas temperaturas (55°C) na presen 9 a 
de um agente tcrmocstabilizantc come a trcalosc (Das 
et al., 2001 ), 

Alem disso, as reabdes de RT-PCR utilized as para 
a analise dc RNA podem coamplificar sequencias de 
DNA presentes na amostra (contamina^ac). Para evitar 
tais complicabbcs, o DNA pode ser cxcluido com o uso 
de DNase (i sent a de RNase) ou utilizando exons como 
alvo de amplihcabao. Utilizando RT com baixa ou ne- 
nhuma atividade RNase H, o cDNA formado pode ser 
tratado com RNase IT, 0 que m el bora a eficacia da rea- 
£ao de amplillcab-ao pela PCR. Para sequencias curtas, 
tal tratamento pode ser dispensavel. Segundo Fox e Na¬ 
than (1997), o tratamento do cDNA com RNase H nao 
melhora neces sari amen te a obten^ao do produto, mas 
potle melhorar o produto formado. 

Variacoes da PCR e outros Sistemas de 
Amplificafao 

Gufras aplicabdcs especificas das reabdes cm cadcia 
pela polimerase tambem tern si do desenvolvidas, como, 
por exemplo: PCR multiplex , PCR in situ , PCR semi e/ 
ou quantitative PCR degenerada e invertida, reabao de 
sequenciamento de PCR (mais detalbes ver Mull is, Ferre, 
Gibbs, 1994; Taylor, Logan, 1995; Eggeling; Vogel, 1995; 
entao Lee; Morse; Olsvik, 1997; entao). Outra vamqao 
da PCR atualmente muito empregada e a PCR em tempo 
real, mais detalhes sobre este temaver Capitulo 10 . 

Da mesma forma, diferentes sistemas de am pi if- 
cabao estao atualmente disponfveis co mere i al men te: 
reabao de amplificacao pela ligase (LCR), amplilica- 
bao Qjf-replicase, amplificab-ao base ad a na sequencia 
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de acido nucleico (NASRA), si sterna de amphficaqao 
baseado na transcribe (TMA) e sistema de replica^ao 
de sequenda autos su stent ad a (3 SR) (Templeton* 1992; 
Lee; Morse; Olsvik, 1997). 
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Introdu^ao 

Varies me to do $ foram descritos para a analise de 
quantifica^ao do acidos nuclcicos (DNA e RNA) + Entrc 
cstas tccnicas, a rca^ao dc polimcriza^ao cm cadcia pcla 
poll me rase (PCR), que pode ser associada a tmnscrifao 
reversa (RT), mostrou-se uma poderosa ferramenta que 
per mite a analise de quaiitidades minim as de acidos nu- 
ele icos (ver Capitulo 9). C outride, este metodo baseia-se 
na quant ifica^ao dos produtos finals da rea^ao de am- 
plificaqao da sequencia-alvo. Desenvolveram-se entao 
sistemas quantitativos de PCR e RT-PCR que refletis- 
sem a quantidade inicial da sequencia-alvo a partir da 
coamplificaqao compctitiva de um controle ou padrao 
Inter no. A utiliza^ao deste metodo requer que a mo- 
lecula-alvo e o padrao competitive sejam amplificados 
com igual cficicncia c a tin jam o plato dc amplifica^ao 
simultaneamente. Deste modo, a quantificaqao relativa 
pode ser estabelecida facilmente desde que se leve em 
conta os cuidados acima rccomend ados para coampli- 
fica^ao do padrao. A quantificaqao absoluta ja requer 
a determinate acurada da conccntra^ao do controle 
interne para uma curva-padrao. A analise quantitafiva 
da sequencia-alvo e do controle interne geralmente e 
feita em gel de agarose ou acrilamida pel a medida da 
intensidade de brometo de etfdio contido nos produtos 
de PCR. Embora estes me tod os sejam iiteis, requerem 
maior ou men or manipulate pos-PCR, que, alem de 
tornar a analise mais longa, podem introduzir variaveis 
de dificil controle c lcvar ao risco dc contain in a^ao do 
laboratorio com os produtos de PCR. 

Mais recentemente, um metodo de PCR quantita- 
tiva cm tempo real foi desenvolvido por Holland et al. 
(1991), no qual um sinal fluorescente e emitido propor- 
cionalmente ao acumulo do produto de PCR durante 
a rcato. Contrario ao metodo de medida dos produ¬ 
tos finals, a monitor iza^ao da rcaqao do inicio ao fim 
permite que a quantifica^ao seja efetuada em tempos 


precoces, em que a reato e linear. A medida de fiuores- 
ccncia cm cad a amostra produz um sinal homogcnco, 
que e especificamente associado com a molecula-alvo 
amplificada c relacionado a quantidade dos produtos dc 
PCR tor made s. 

O metodo de PCR em tempo real tern varias van¬ 
tage ns sobre outros metodos de medIdas de expressao 
genica, por exemplo; 

1. Nao requer manipulates pos-PCR adicionais 
para analise do rcsultado. 

2. E um metodo de alta sensibilidade, capaz de 
amplificar quantidades muito reduzidas dc DNA. Pode 
ser de It) a 100 mil vezes mais sensivel que o ensaio de 
proteqao de RNase, e cere a de mil vezes mais sensivel 
que a hibrida^ao por dot-blot. 

3. Tern me nor coeficiente de varia^ao (~ 14%) d o 
que os metodos dc analise usando medidas de den si tom c- 
tria de ban da ou dc hibrida^ao dc son da (~ 45%). 

As desvantagens mais importantes deste metodo 
in clue m: 

1, Alto custo do equip a men to e dos reagentes. 

2. Devi do a alta sensibilidade de deteccao e am- 
plifica^ao de DNA, e neeessario extremo cuidado para 
evitar contaminagao da amostra, assim como ample co- 
nhecimento da tecnologia para que os result ados sejam 
confiaveis e precis os* 

Tecnologia de PCR em Tempo Real 

A amplifica^ao da sequencia-alvo por PCR em tem¬ 
po real pode ser dividida cm quatro fascs principals; a 
linear dc base, cxponcncial prccocc, exponencial ou log- 
linear e plato. 

Durante os primeiros 10 a 15 ciclos, a emissao total 
de fluorescencia em cada ciclo ainda e baixa e nao ul- 
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trap as sa a linha de base- Na fase exponendal precocc, 
a quant idade de fluorescencia emitida atinge um valor 
significativamente maior (geratmente 10 vezes o des- 
vio padrao da linha de base) do que os valores de ba¬ 
ckground. Dizemos entao que este valor cruzou a linha 
liniiar {threshold) e o ciclo cm que ocorrc e denominado 
dc C t (threshold cycle ) ou Cl 1 [crossingpoint). Estc valor 
representa a mimero inieial de copias do gene estudado 
na amostra. 

Na fase log-linear ou exponential, cm condi^ocs 
ideals dc reaqao, a quant idade do prod li to de PCR dobra 
a eada ciclo. Esta fase termina quando os componentes 
da rea^ao se torn am limitados. Entao, a In tens idade de 
fluorescencia atinge um plato c nao podc mais scr usada 
para calculo dc amplifier ao do DNA. 

A amplidca^ao da sequencia-alvo por PCR em tem¬ 
po real pode ser realizada utilizando-se diversos tipos 
dc in arc adores flu ores centos, como, por cxcmplo: 

a) Sonda flu( ? re sc ent e Taq Man®. Ret ] u er Taq pol i- 
mcrasc com atividadc S'cxonuclcasc. 

b) Sinalizador {beacon) molecular fluorescente. 

c) Initiador llgado a so nda flu ore see nte em forma 
de grampo (Scorpion®). 

d) Sondas MGB®s ( minorgroove binders) 

c) Iniciadorcs c sonda nao marcados, com dc- 
tcc^ao da scqucncia amplificada por mcio dc reagente 
fluorescente (SYBRGreen®) que se liga a fita dupla de 
DNA sintetizada. 

Os quatro prime)ros metodos utilizam marcadores 
fluorcsccntcs que sao sequencia-cspetificos* Quando 
os espcctros dc cmissao dc fluorescencia sao devida- 
mente combinados, pode-se klentificar mais de uma 
sequencia-alvo ao mesmo tempo e em um mesmo tubo, 
permitindo assim a rcaliza^ao dc rca^ocs denominadas 
multiplas ou multiplex. Ao contrario, o reagente SYBR¬ 
Green® liga-se ine specific amente a qualquer fita dupla 
de DNA. Estas tecnicas serao diseutidas individual- 
mente a seguir, 

A rcagao c realizada cm tcrmociclador com sistema 
de deteefao espectrofluorimetrica associada a um com- 
putador para registro e cole^ao de dados com software 
dc analisc. Os equipamentos utilizam um sistema dc 
rato laser (por cxcmplo, AEf Prism Sequence Detec¬ 
tor System 7700 ou 9700, ABI Bio systems) ou sistema 
optieo, com lampada halogenio/tungstenio associa- 
da a flltros de luz (por exemplo, ABT Prism Sequen¬ 
ce Detector System 7300 ou 7500, i Cycler, Bio-Rad; 
Lightcyder, Roche). Nos sis te mas utilizando o raio laser 


acima mencionados, so e possfvel a analise simultanea de 
do is marcadores fluoresce nte s, era quanto o sistema otico 
com 11 It r os per mite a detect ao de ate quatro marcadores 
diferentes. 

A reaqao de RT pode ser combinada com a de PCR 
(RT-PCR) utilizando-se uma unica enzima que realize 
a transcri^ao reversa do RNA e posterior me nte a am- 
pliflca^ao do cDNA da molecula-alvo em um mesmo 
tube e em um so evento. Alter nativamente, pode-se re- 
alizar a transcri^ao reversa do RNA em reacao a parte,, 
e posteriormente utilizer o cDNA para uma ou mais 
rea^oes de ampliflca^ao por PCR, Havanas vantage ns 
e desvantagens em cada me to do. No metodo de RT- 
PCR combinado cm uma so reacao, o objetivo e redu- 
zir as variacocs do ensaio, desde que ambas as rca^ocs 
cnzimaticas sao realized as cm um mesmo tubo. Uma 
desvantagem desta metodologia e a utiliza^'ao do RNA 
co mo ponto de partida, pois estas moleculas estao sujei- 
tas a degradation progressiva quando submetidas a mul¬ 
tiples cvcntos dc congclamcnto/dcscongclamcnto ou a 
manipula^ao inadequada* Por tan to, cm cases nos quais 
a mesma amostra dev a ser utilizada em di fere nte s oca- 
sioes, ha duas possibilidades: utilizar o metodo de RT e 
PCR em rea^oes separadas, ou guardar as amostras de 
RNA (a -80°C) cm aliquotas apropriadas para o nume- 
ro desejado dc rea^oes. 

Tecnica Utilizando Sondas de 
Hibridacao TaqMan® 

O desenvolvimento da dinamica quimica da tec¬ 
nica do TaqMan® baseia-se na ampliflca^ao de uma 
scqucncia-alvo utilizando um par dc iniciadorcs, uma 
sonda de hibridacao nao extensivel e Taq polimerase 
com atividade 5-exonuclease que diva a sonda hibri- 
dada a sequencia-alvo durante a fase dc extensao da 
PCR. A sonda de hibridacao eontem dois marcadores 
de di fere nte s espectros de fluorescencia: um na ex- 
tremidadc 5’ que serve como reporter e outro loca- 
lizado na ex t re m idade 3 que fun cion a como inibidor 
{quencher) do primeiro. Quando a sonda esta intaeta, a 
cmissao dc fluorescencia e inibida pcla propria proxi- 
midade fisica entre o reporter e seu inibidor. Durante 
a fase de extensao dos ciclos de PCR, a degrada^ao da 
sonda dc hibridacao pela exonuclease libera os mar¬ 
cadores fluorescentes e o sinal tuminoso do reporter 
pode entao ser detectado (Fig. 10.1). Para determinar 
a linha de base, sao exelmdas as llutua^oes de fluores¬ 
cencia nao originadas pela amplifica^ao especcfica da 
PCR, medtdas por meio do uso do carboxi-X-roda- 
mina (ROX), marc ad or passive de fluorescencia que 
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vem inchrido na mistura de reagentes utilizados neste 
ensaio, O espectro de fluorescencia de todos os 96 po- 
90 s e me dido simultanea e coat inn am elite durante os 
ciclos da PCR, no termocielador, geralrnente ao final 



y -- S' 


y - -. 3 

hi Iniciddor S' (sense primer] 

—=> In (dad or 3'(anti sense primer) 

— Sonda 

(r) MarcadorReporter 

(7) Inibidor 


Figur.i 10.1 — Rcpre&entH^ao esqiiemHtkft da din & mica de amplifi- 
c.iiyio do DNA por meio da PCR cm tempo real, 


de cad a fase de extensao. Assim, o incremento relati¬ 
ve resultante da emissao do sinal fluorescente c mo- 
nitorizado cm tempo real durante a amplificacao da 
scqucncia-alvo* No quadro 10 , 1 , cstao alguns cxctu¬ 
ples de indie adores fluoresce ntes mais utilizados nas 
s ond as TaqM an® * 

O detector de fluorescencia combinado com o 
ter mo ci cl ad or e sistemas de software automatizam a 
detec^ao do sinal lu mi no so do marcador da ex t rein i- 
dade 5 7 da sonda produzindo a quantificaqao de acidos 
nucleic os form ados proporcionalmente a quantidade 
inieial da mol ecu la- a Ivo. No equipamento ART Prism 
7700 Sequence Detector, por exemplo, uni algor it mo 
computadorizado compara o total de fluorescencia 
emit id 0 pelo reporter (R) com a emissao do inibidor 
ou quencher (QJ a cad a 8,5 seg undos durante a PCR, 
gerando valores ARn (R/QJ, tambem cliarnados ARCb 
Os valores de ARn refletem o total de send a hibridada 
que esta sendo deg rad ad a e sao calculados de acordo 
com a seguinte equaqao: ARn = (Rn 1 ) - (Rn~), unde 
Rn* = intensidade de emissao do reporter/intensidade 
de emissao do inibidor em urn dado ponto (tempo) em 
um determinado tubo de rea^ao, e Rn = intensidade 
de emissao do reporter/intensidade de emissao do ini¬ 
bidor medida antenormente a amplificacao por PCR 
no mesmo tubo dc rea^ao. A intensidade de fluores¬ 
cencia do inibidor TAMRA praticamente nao sc alte¬ 
ra durante a PCR, servindo, portanto, para normal!- 


Quadro 10.1 - Exemplos de ind Lead ores fluorescente s us ados nas sondas TaqMan uc . 


Reporter na extretnidade 5* da sonda 


FAM 

6 -carboxi fluorescein a 

Texas Red 

cloreto addo de sulfo-rodamina 

Cy5 

penta N-b i droxisuecinimide meti n a 

HEX 

h ex ad orofl uor e see 1 n a 

VIC 

Very Important Control (paten tc ado pc la A131 Eco¬ 
systems) 

Inibidor {quencher) na extretnidade 3 T da sonda 


TAMRA 

6 - carboxi-tetramet il-roda m in a 

BlakHole(BHQJ 
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zaqao das variances do marc ad or reporter. Durante os 
primei ros rid os de amplrfica^ao da PCR, os valores 
de ARn permanecem baixos, Quando uma quanti- 
dade suficicnte de son da de hibrida^ao foi cl ivada, a 
intensidade de emissao fluorescente do reporter au- 
merit a. A maioria das amplifica^oes de PCR alcan^am 
uma fasc plato de emissao fluorescente do reporter sc a 
rca^ao for rcalizada ate um alto numcro de ciclo s. 

O limiar relative de emissao de fluorescencia e esta- 
bclccido cm funqao de uma linha dc base media do ARn 
durante os prime! ros 10-15 ciclos, O a Igor it mo calcula 
o ciclo em que cada amplifieaqao alcanna um nivel sig- 
nificativo (Ct), ou seja, o ponto cm que a flu ores ccncia 
acini a da linha limiar c primeiro dc tecta da (cm gcral, 
10 vezes o ties vio-pad rao), O valor de Ct calculado e 
prop or cion al ao numcro dc copias da molccula-alvo 
presente na amostra (Fig* 10,2). O uso dc uma came¬ 
ra com dispositive associado de earga (CCD) permite 
a dctcc^ao dc um amplo espectro dc comprimentos dc 
onda emit id os. 


Tecnica Utilizando Sinalizadores 
Moleculares 

Os sinalizadores (beacons) moleculares sao oligo- 
nucleotfdeos dc fita uniea que tune ion am como sondas 
de deteepao de amplifica^ao de DNA por PCR. Estes 
sinalizadores for mam uma estrutura de haste e al^a ou 
grampo (Fig* 10.3). 

A parte que form a a al^a Conte m uma se que ncia 
complementer a sequencia-alvo, e a haste e formada 
pclo parcamcnto dc sequcncias complcmcntarcs clitre 
si localizadas nas extremidades da sonda* Um marcador 
fluorescente c ligado covalentcmentc a uma das extre- 
midadcs (S') c um cromoforo nao fluorescente que fun- 
cion a como inihidor de fluoresce ncia e ligado a extremi- 
dadc oposta (3 1 ). Estc inihidor de flu ores ccncia > quando 
proximo ao marcador fluorescente dissipa a energia 
recebida do fluorescente em forma de calor. Portanto, 
quando livres em solu^ao, na forma haste-al^a os si¬ 
nalizadores moleculares nao fluorescein, mas, quando 
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Figmra 10,2 — Excmplo dc grafico plot ado automaticamcntc pclo software SDS (ABI Bio systems), utilizando sonda marcada com reporter 
FAM c inibidor TAMRA. O ARn (ordenada) 6 calculado para cada ciclo (absissa) e a linha limiar c dc marcada acini a das flutua^ocs do 
controle negative (amostra sem DNA), O valor de Ct e dado pelo ponto de cruzamento do trafado de cada amostra com a linba limiar. 



O Molecu la fluorescente 
^ Inibidor de fluoresce ncia 
— Sequencia complementer 


Fig urn 10.3 - (A) Sinalizador molecular (beacon) na forma livre, {B) Sinalizador molecular na forma hibridada a sequencia-alvo. 
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hibridam com a sequencia-alvo, sot re m uma altera^ao 
de con form a^ao, distance an do o inibidor do m a reader 
que permite a emissao de fluorescencia do m a reader, A 
forma hfbridado sinalizador com asequencia-atvoe mais 
estavel que a forma livre haste-al^a. Seme 1 bante a tecni¬ 
ca TaqM an®, o sinal Itiminoso e registrado no final de 
cada fase de extensao, quando o sinalizador que esti hi- 
bridado a sequeneia-alyo emite fluorescencia e o nao hi- 
bridado retorna a sua posit:an haste-al^a (nao fluorescen- 
te). Estes sinalizadores mol ecu lares podem ser marc ados 
com varies pares de moleculas fluorescentes e inibidores 
(Quadro 10.2). 


Tecnica Scorpion 

A tecnica Scorpion, descrita por Whitcombe et aL, 
(1999) caraeteriza-se pela utilizacao de uma estrutura 
mist a comp os ta dc uma sonda com marcador fiuorcsccn- 
te ligada a um dos iniciadores, facilitando a hibrida^ao 
intramolecular, que e termodinamicamente mats favo- 
ravel do que a hibrida^ao bimoiecular sonda-sequencia- 
alvo (Fig. 10.4). A sonda e colocada na forma de al^a ou 
grampo na extremidade S' do iniciador. A extremidade 
S’ da sonda e mar cad a com uma mole cu la fluorcscente, 
e a extremidade 3’, com um inibidor de fluorescencia. 


Qjiitilro 10 , 2 - Excmplos dc mart:adores fluorescentes que podem scr utilization com os sinalizadores molecularcs. 


Marcadores fluorescentes colocados na 
extremidade 5 T da sinal izador 


FAM 

6 - c arb ox i fluo re scef na 

TET 

Tet r acior o - 6 - c ar boxi Hue re scelna 

TMR 

Tet ra m eti lrodami na 

RHD 

5 -c arboxi r rodami na 

Inibidores de fluorescencia colocados na extremidade 
3’ do sinal izador 


DABCYL 

* 

Acido 4-(4 -dimeti 1 aminofen i 1 azo) benzoico 

DABSYL 

Radic al 4- d imetila m in o azobenzeno- 4 - su lfbnil 



<==* Hastes 

— iniciador Scorpion 

— Sonda Scorpion 

— Sequencia amplificada 

9 Inibidor de fluorescencia (metil vermeiho) 
( j Mol ecu la fluorescent^ (fluorescein a) 
Bloqueador quimico (hexaetileno glicol) 


Kigura 10.4- Rep resen tafilo esquemdtica da aonda-indicador Scorpion, (A) Forma livre, nao duoreacente. (15} Pareamento a sequencia 
alvo e imcio da extensao a partirdo indieador. (C) Forma hibridada, fluorescente. 
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Na forma livre, nao hibridada, a forma^ao de uni a haste 
de dupla fita result&nte de uma pequena sequentia com¬ 
plementer aproxima o mar cad or fiuorescente e o inibi¬ 
dor, bloqueando assim a emissao do sinal fiuorescente. 
A sequencia da son da e com piemen tar a uma regiao in¬ 
terna da sequencia-alvo amplificada pelo iniciador ad la¬ 
ce ntc. Entre a extremidade 5' do iniciador e 3 7 da sonda 
ha um monomero nao amplifieavel (geralmente o hexa- 
etileno glicol), que impede a copia da haste e da sonda 
durante a fasc dc polimcrizaqao da PCR. A rnedida que 
a hibridaqao ocorrc, a format a o dc grampo c descstabi- 
lizada, distanciando o marcador fiuorescente do inibi- 
dor e permitindo a emissao do sinal fiuorescente. Desta 
forma, a fluorcsccncia gcrada c propordonal ao numero 
dc amplificanoes da molccula-alvo. A. hibrida^ao uni- 
molecular e cineticamente favoravel pelo fato de nao ser 
de pendente da probabilidade de eneontro entre a sonda, 
p re sente em relativamente baixa concentra^ao, e o frag- 
mento amplificado. Esta tecnica permite a introdu^ao 
de condiqoes para cielos mais rapid os e produz um sinal 
significativamente mais potente, comparado com Taq- 
Man® e sinalizador molecular. Out r a vantage m sob re a 
tecnica do TaqMan® e que a rea^ao pode ser realizada 
a tempe rat lira otima para a polimerase, em vez de usar 
t e mp era t lira reduzida ne cess aria para o deslocamento e 
degrada^ao da sonda, como nos ensaios para a atividade 
5-exonuclease. 

Os iniciadores Scorpion sao geralmente localizados 
proximos um ao outre, de tal forma que o segmento 
amplificado e bastante cur to (em geral dc 100 a 200 pa¬ 
res de bases). 

Nas son das Scorpion original s, pode ocorrer um cer- 
to bloqueio de fluorescencia ate mesmo na forma aberta 
da sonda, pelo fato de o inibidor estar localizado muito 


proximo ao marcador fiuorescente. Portanto, uma mo- 
dill cacao da estrutura formando duplex Scorpions foi 
desenvolvida mais recentemente, em que o marcador 
fiuorescente e o inibidor sao colocados em diferentes 
oligonucleotideos (Eig. 10.5). O iniciador especifi- 
co, o monomero bio que ad or dc amplifica^ao, a sonda 
e o marcador fiuorescente form am um oligonucleoti- 
deo, enquanto o inibidor e ligado a extremidade 3' do 
oligonucleoti'deo, que e inteiramente com pie men tar a 
sequencia da sonda. Como esse arranjo conscrva o mc- 
canismo dc hibridacao intramolecular, c mais favoravel 
que a reaqao de reanelamento entre o oligonucleotfdeo 
contendo o inibidor e a sonda Scorpion , resulte em um 
sinal dc maior intensidadc que a estrutura Scorpion ori¬ 
ginal Uma vantagem adicional do Scorpion modificado 
e que este e mais facil de estruturar e sintetizar, por nao 
ter a formaqao em alqa. Na construe ao da sonda Scor¬ 
pion, e fundamental que se evite a ferma^ao de estrutu- 
ras secundaria? que possam competir com a hibridacao 
da estrutura primaria. 

Uso de Sondas MGB® 

As sondas denominadas MGB® sao sintetizadas 
contendo uma molecula que tern uma estrutura espa- 
cial curva e que se encaixa no sulco me nor da fit a dupla 
de DNA. Quando os compostos MGB® (por exemplo, 
tripeptfdeo dill idroci clop irroloindola) sao conjugados a 
uma das extremidade? de nucleotldeos cur to?, form am 
uma sonda que hibridiza de forma muito estavel com 
a fita de DNA complementar. E mb or a o composto 
MGB® possa ser colocado em qualquer das extremi¬ 
dade s da sonda, e geralmente ligado a extremidade 3’ 
por ser mais facil de sintetizar. Estas sondas sao entao 
ligadas a dois mar cad ores fiuorescente s, um reporter e 



mentor a uma parte da sequencia amplificada. fA) Forma livre (sonda 
e amplifica^ao da fita dc DNA, (C) Sonda hibridada (fiuorescente). 


nao flurcsccntc). (B) Parcamcnto do iniciador com a sequencia-alvo 
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um inibidor e sao utilizadas em ensaios con ten do Taq 
poll me rase com atividade 5-exo nuclease, como as son- 
das TaqMan®. A vantagem desta tecnologia e que a 
temperatura de desnaturaqao, relativamente alt a, per mite 
o uso de send as significativamente mais curtas e mais es- 
pecificas, especialmente liteis para a diserimina^ao de si- 
tios polimorficos de um so nucleotideo (SNP). E tambem 
eficiente em regioes do genoma ricas em nudeotideos 
A/X Um problem a as so cl ado a esta tecnica e a restri^ao 
quanto a locals de ligagao deste tipo de sonda, como, por 
exemplo, em jundoes de spiking. Isto dificulta a sele^ao 
de son das, problema que pode ser em parte compensado 
pda vantagem do uso dc sonda curtas. 

Tecnica de Marcafao com 
S YB RG ree n® 

Pelo fato do m a reader SYBRGreen® assoc iar-se 
inespedficamente a dupla fita de DNA, torna-se im- 
prescindivel a verifica^ao da especificidade da amplifi- 
ca^ao do DNA, atraves de uma analise das variances de 
fluorescencia em funfao da temperatura de desnatura- 
910 (Tm). Esta analise, denominada Analise da Curva 
de Dissocia^ao, e uma op^ao dentro do software da PCR 
em tempo real program ad a para cor re r imediatamente 
apds o termino dos dclos da PCR. A temperatura sobe 
gradativamente e, a medIda que ati nge a temperatura de 
desnaturagao do produto da PCR (dupla fita de DNA 
fluorescente), as fitas se separam e a fluorescencia cai. 
Asslm, se houver mais tie um produto form ado, en- 
contraremos quedas de fluorescencia em mais de uma 
temperatura. Ao contrario, eneontraremos um pico uni¬ 
ce cquivalcnte a derivada da queda dc fluorescencia na 
temperatura dc dissociate do produto da PCR. A ana- 
lisc c feita para cad a poco individual me ntc c a derivada 
da queda dc fluorescencia c registrada nas temper atur as 
entre 60 c 95°C. 

Ainda em funqao dafalta de especificidade da mar- 
ca^ao com SYRRGreen®, nao e possfvel neste me to do 
a realiza^ao de rea^oes multiplex , 011 seja, amplificacao 
de mais de uma sequencia-a lvo num mesmo tubo, uti- 
lizando separa^ao atraves de cor. Entretanto, este rea- 
gentc c muito utilizado c pode ser convenient quando 
se pretende analisar ape nas um ou do is genes por scr 
me nos di spend i os o que as sondas flu or c see ntc s- 

Sele^ao de Iniciadores e Sondas 

Muitos programas de computador que auxiliam na 
construqao de oligonu elect id eos iniciadores e sondas sao 
clisponiveis em rede. Lis tamos abaixo alguns dos mais 


litei s ♦ A p agi n a (b ttp: //www. op ero n. co m I default* aspx) 
fornece re cur so para selecionar iniciadores e para o cal- 
culo da temperatura de desnaturaqao (Tm). Um aspecto 
adicional interessante e que o programa tambem mostra 
o complemento para a oligo nucleotideo, tra^a a sequencia 
contra el a mesma e pode comparar esta sequencia contra 
um outro oligonucleotideo. O programa PrimerS e ofe- 
rccido na pagina (http://biotools.umassrned.edu/cgi-bin/ 
primer 3plus/pr imer3 plus, cgi) e pode ser utilizado para 
selecionar sequencias de iniciadores ou de sondas. Entre- 
tan to, nao ahorda a problema de estruturas secundarias 
que sao relevantes na concepfao dos iniciadores e sondas 
para PCR cm tempo real, cspccialmcntc cm sc txatando 
dc sinalizadorcs {beacons) molccularcs c Scorpions®* O 
JaMRW Primer Design web site (http://www.biom for- 
matics. 0 rg/JaMBW//T 0 c.html) e muito util para sele- 
qao de iniciadores, mas nao para sondas; contudo parte 
da sua funcionalidade c limitada a terramenta dc busca 
do Netscape* Ha ainda programas comerciais para ajudar 
com a seleqao e constru^ao especffica para iniciadores c 
sondas, como o Primer Express da ABI Biosystems. Al¬ 
guns fabricantes de oligonucleotide os, como a Integrated 
DNA Technologies tannbem oferecem programas gra- 
tuitos (b t tp://www, idtdnaxn m /Sc i tool s/A ppl i cat ions/ 
Primerquest/) bastante adequados para a constru^lo de 
sondas e iniciadores de qualidade* 

E recomend avel que apos a seleqao dos iniciadores e 
sondas apropriados para o ensaio, as sequencias selecio- 
nadas sejam testadas quanto a sua e specific Wade, isto e, 
se pare!am unica e exclusivamente com a sequenda-alvo* 
Deve-se ressaltar ainda a important!a de desenhar ini¬ 
ciadores e sondas que, sempre que possivel, atravessem 
regioes de mtrons para prevenir eventuais contaminaqoes 
com DNA. Para estas tarefas pode-se utilizar uma ferra- 
mentade procura de alinhamento local basica (BLAST), 
na pagina (http://ncbi.nlm.nib.gov/BLAST/) do Cen¬ 
tro National de Informaqao cm Biotecnologia {National 
Center far Biotechnology Information, NCR I). 

pH 

E ainda muito importante considerar o espectre de 
fluorescencia de cada marcador ao colocar dois marcado- 
res fluorescentes (reporter e inibidor) noma mesma sonda, 
ou ao selecionar marcadores para rca^ocs usando mais de 
uma sonda no mesmo tubo (multiplex). A condRao ideal 
e que a sobreposi^.ao dos cspectres dc fluorescencia seja a 
minima possivel. Os fluoroforos ideais para multiplex de 
ate 4 genes sao FAM, HEX, Texas Red e Cy5. 

Inibidores de Fluorecencia 

Inibidor es (quenchers) recebem a energia prove nien- 
te de um reporter fluorescente e a dissipam por meio 
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deum destes do is mecanismos: a) dissipa^ao de energia 
flu ores c etite em forma de calor, como ocorre com o si- 
nalizador molecular e a estrutura Scorpion; b) transfe- 
rencia de energia res son ante de fluorescencia (FRET), 
em que o reporter fluorescentc (doador) mnsfere sua 
energia ao inibidor (aeeptor), que libera a energia cm 
forma de luz de alto comprimento de onda, como aeon- 
tece com as sondas que sofrem hidrblise* Neste ultimo 
caso, o marcador fluorescentc c o inibidor pod cm cstar 
separados por uma distancia de ate 40 pares de bases, 
Portanto, em fun^ao de o FRET ser dependente de dis¬ 
tancia, e conveniente que a sonda com dupla marca^ao 
seja a mais curta possivcb Ate rccentementc, inibidorcs 
como DABCYL e TAMRA, tin ham inumeros ineon- 
venientes, como sobreposiqao de espectro entre o fluo- 
rescente e a molccula inibidora (DABCYL) ou fluores- 
cencia inerente do in ] bidor (TAMRA), res ul tan do cm 
uma proporqao relativa de sinal/ruido ruim. Uma nova 
classe de inibidores sem fluorescencia nativa esta agora 
sendo usada, como os Black Hole Quenchers (BHQJ, sin- 
tetizados original me nte pela Bio search Technologies, 
Novato, CA, USA (www.biosearchtech.com/bhq). Di- 
ferente do DABCYL, que tern uma absor^ao maxima 
a 474 nm, os BHQ_podem inihir fluorescencia dentro 
de fodo o espectro de luz visivcl c dentro da faixa de 
luz infravermclha* Assim, os BHQs inibcm mais efi- 
cientemente os tipos de fluorescentc s mais comumente 
utilizados, como o FAM (absor^ao maxima 518 nm), 
TET (538 nm) c Cy5 (667 nm), 

Outra vantagem tcorica, cm fun^ao de os BHQ_nao 
serem fluoresce nte s, e a possibilidade de selecionar mul- 
tiplos pares dc cor antes fluorescentc s/inibidorcs c quan- 
tificar inumcras rcanoes dc ampliifica^ao cm um mesmo 
tubo. 

Preparo da Amostra para o Ensaio de 
PCR em Tempo Real 

Tip os de Amostras 

Varios tipos dc amostras podem scr utilizados para 
a extras ao dc RNA ou DNA, como fragmentos ciru r- 
gicos ou bibpsias de organs ou teeidos, celulas em cul- 
tura, fluidos (por exemplo, sangue, urina, saliva, suco 
gastrico), tee 5 do emblocado cm parafina etc, A extras ao 
de RNA de biopsia de tecido acaba levando ao problem a 
de dilui^ao da expressao dos genes, devido aos diferentes 
tipos celulares em um mesmo teeido acrescido da pe- 
quena quantidade de material disponfvet neste tipo de 
amostra. A intro du^ao do me to do de eaptura por mi- 
crodissecqao a laser per mite o isolamento dc uma sub- 


popula^ao pur a de celulas em meio ao tecido. Por outro 
fado, esta tecnica resulta em obten^ao de quantidades 
mfimas de tecido que, apos a extras ao de RNA, pode 
reduzir drastic am elite a quantidade de RNA obtido, 
comprometendo os processes posteriores. Recomenda- 
se, nestes cases, adicionar 20 ng de RNA car reader nao 
poliadenitado imediatamente apos a Vise das celulas* A 
eaptura por laser e melhor utilizada em tecido fixado em 
for mall na e emblocado em parafina* Entretanto, exten- 
siva degrada^ao de RNA pode ocorrer antes ou durante 
o processo de fixa^ao com formalin a. Portanto, nao so 
a escolba do fixador mas tambem a metodologia usada 
devem ser atentamente observadas para que se obtenha 
dados reprodutiveis* A tecnica de RT-PCR em tempo 
real tern a vantagem de produzir amplicom tao pequenos 
quanto 60 pares de base c, dessa forma, torna-se bast ante 
conveniente quando se usam amostras que softer am de- 
grada^ao par dal. 

Extra^ao de RNA 

A deter mi na^ao precisa da conccntra^ao dc RNA 
total c p articular men tc imp or ta nte para a quantificaqao 
absoluta dos mvcis dc mRNA* Qualquer contaminacao 
significantc com DNA resulta cm medidas imprecisas* 
Varios me to dos dc extras ao dc RNA tem sido utilizados, 
mas c rccomcndavcl que sc obtenha RNA com alto 
indicc dc pureza, ou seja razao OD^./OD,^. igual 
oi] maior quo 1,9 c sem contaminacao por DNA. Os 
metodos dc extras ao dc RNA que utilizam coluna 
dc resina com grande afinidadc para nuclcotidcos, 
prindpalmcntc RNA, associada a um tratamento da 
amostra com DN ase livre de atividade RNase tem se 
mostrado bastante uteis* Contudo, muitos pesquisadores 
receiam que a DNase esteja contaniinada com RNase e 
a fete o conteudo total de RNA. Estudos da inter fere ncia 
do tratamento com DNase utilizando colunas RNeasy 
da Qiagen demonstraram que sem o tratamento com 
DNase havia uma significante contaminacao de DNA 
na amostra e a quantidade de RNA pure ficava entre 50 
e 80%. Portanto, o tratamento com DNase-purificada 
(sern RNase) e altamente aconselhavel nos metodos de 
extra^ao de RNA* Um produto tambem largarnente 
utilizado e o turbo -DNase (Ambion). 

j* 

Amplifica^ao de um Unico Gene 
versus Multiplos Genes em uma 
mesma Reaeao 

Utilizando-se diferentes tipos de mar cad ores fluo- 
rescentes compatfveis entre si torna-se possivel quanti- 
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ficar multiples genes simultaneamente numa unica rea- 
qao (num mesmo tub of Esta teeniea per mite tambem a 
amplificacao do gene-alvo juntamente com um controle 
inter no (por exemplo /> 5 -actina, GAPDII, 18S RNA). 
Porem, na praiica esta metodologia e limitada, pelo me- 
nos em parte, pda eventual sobreposi^ao de espeetro 
do 5 marc adores fluoresce ntes. E portanto aconselhavel 
utilizar marcadores com minima sobreposiqao do es- 
pcctro de fluorcsccncia cm rcanoes multiplas (multiplex) 
num mesmo tube, como aqueles mencionados no Qua- 
dro 10 . 1 . 

Para se evitar a interferencia dos marcadores fluo¬ 
resce ntes um sob re o outro, pode-sc pro coder a ampli- 
fica^ao da molccula-alvo c do padrao inter no cm tubos 
diferentes durante o mesmo ensaio, mas o custo e pro- 
porcional a cssc aumento no niimero dc reaches. 

Rcagoes multiplex apresentam vantage ns importan- 
tes como a redu^ao do volume ncccssario dc amostra, a 
economia de tempo na montagem das realties e a grande 
redu^ao dc custo em reage ntes. No entanto, deve-sc es- 
tar atento a um import ante fator limitantc; as concen¬ 
trates de Taq polimerase, dNTPs e MgCl devem ser 
aumentadas prop or cion almente ao numcro de genes que 
sc quer ampli ficar cm um mesmo po^o. A otimizagao 
dcssas condiqoes c crucial para o sucesso dc realties com 
multiplos genes. Em conduces otimizadas, o desempe- 
nho da amplificaqao de um determinado gene em uma 
reaqao multiplex deve ser muito semelhante {dlferenqa 
maxima de 0 ,5 Ct) ao sen desempenho quando amplifi- 
cado sozinho. Otimizando-se as concentrates cle rea¬ 
ge ntes, torna-se tambem passive! utilizar sem preocupa- 
qoes rRNA 18S como padrao interno* Ja, se as condites 
sao subotimas, como a concentrate dc RNA ribossomi- 
co c muito mais alta que genes cm cstudo, torna-se um 
normalizador ineficiente que levara a resultados falsos. 

Analisc Quantitativa Relativa c 
Absoluta 

Quantidade Relativa 

Ampliheando-se a molecula-alvo eo padrao inter no, 
seja em um mesmo tubo ou em tubos separados, pode-se 
calcular a quantidade relativa da molecula-alvo em rela- 
qao ao padrao intemo (/Ractina, GAPDH, rRNA etc). 

No metodo de quantifica^ao relativa, e importance 
levar-se em con side raqao a eficiencia de amplificacao 
cl a reaqao. Alguns calculos de expressao genic a relativa 
assumem uma eficiencia de amplificaqao ideal, ou seja, 
iguai a 1 , onde a concentraqao do produto de PCR do¬ 


bra a cada ciclo durante a fase exportendal da reaqao. 
Contudo, muitas ve-zes a eficiencia e interior a 1 , e o cal- 
culo de expressao genica feito sem a correqao apropriada 
pode resultar em um valor acima do real. Por exemplo, 
no metodo comparative de Ct descrito abaixo, se as efi- 
dencias de amplificaqao do gene-alvo e do gene de re¬ 
ferenda (padrao in ter no) nao forem aproxi m ad amente 
iguais, os calculos podern fornecer resultados erroneos. 
Uma das maneiras de se ajustar a eficiencia do padrao 
inter no, por exemplo rRNA, c a redu^ao da concentra¬ 
te de seus iniciadores e sonda. 


Me to dos de Calculo de Quantified^ 0 Relativa 

Um dos mais conhccidos c o metodo comparative 
de C, em que a quantifica^ao relativa de uma molecula- 
-alvo em relay ao a amostras-controle, quando se utiliza 
um padrao inter no, pode ser calculada a partir dos valo¬ 
rem dc C, da seguinte forma; 

* Calcular a diferenya entre os valores de C f da se- 
qucncia-alvo c do padrao inferno para cada amos- 
tra (AC t ). 

* Calcular a media de AC entre as amostras-controle 

t 

do experimenfo. 

* Calcular a ditei enya entre os valores de AC de cada 
amostra e o valor medio de AC das amostras-con- 
trole (AACj). 

* O valor relative de cada amostra e fin almente dado 
pela expressao 2' AACt . Um valor maior que 1 indie a 
aumento da sequenria-alvo nas amostras em estudo 
em relayao as amostras controle, enquanto um valor 
menor que 1 indica reduyao. 

Para facilitar a com preen sao do calculo, apresenta- 
mos no quadro 10,3 um exemplo dc amplificacao usan- 
do son das TaqMan® e o equipamento ABI Prism 7700 
(ABI Bio systems). Neste exemplo, cm particular, a am- 
plifica^ao da sc qucncia-alvo c do padrao in ter no fbi rca^ 
lizada em tubos se par ados. Entre tanto, o procedi mento 
para os calculos pode seguir o mesmo mo dele abaixo no 
caso de rcaqao simultanca cm um unico tubo. 

Recentemente, outros metodos toram desenvolvidos, 
alguns dos quais utilizam uma planilha base ad a no rc ?/ 1 
tware Microsoft® Excel, por exemplo o REST"" (relative 
expression software tool) e DART-PCR- ('"Data Analysis 
for Real Time PCR ) dispomveis na pagina http://www. 
co rb e t tl i fe s c i en ce .co m a u vinvw.ge n e -qua nt i fi catio n + 
info. O priinciro (REST 0 ) baseia-se no modclo de Pfaffl 
que combina quantifica^ao e normalizaqao do gene em 
um tinico calculo. Este metodo de calculo de expres¬ 
sao relativa inclui a correcao de eficiencia de amplifier- 
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£ao do gene-alvo e o de referenda ou controle interno, 
Alem disso ? tern a capacidade de calcular significancia 
dos resultados e de indicar se o gene de referenda usado 
e adequado para a normaliza^ao dos dados. 

Quantidade AKsoluta 

Para analise quantitative absoluta, e necessario esta- 
belecer uma curva-padrao utilizando o DNA ou RNA 
da molecula-alvo. O uso de DNA como padrao parece 
re suit ar em maior sen sibil id ade, reprodutibilidade e es- 
tabilidade comparado ao uso de RNA, Contudo, pa¬ 
ri rocs dc DNA nao pod cm scr utilizados cm cnsaios de 
RT-PCR realizados cm um so passo devido a falta dc 
um controle para a trail scri^ao re vers a. Uni a das tecnicas 
utilizadas consiste nas seguintes etapas: a) amplifica^at) 
por FOR c donagcm cm plasmfdco dc um fragmcnto 
dc cDNA quc contend a a scqucneia-alvo; b) confirma- 
^ao da sequencia de cDNA obtida utilizando sequen- 
ciamento de bases; c) transcriqao in vitro deste cDNA 
para a obtenqao do cRNA; d) purifica^ao do cRNA e 
calculo do numcro dc copias tendo por base a quan- 
tidade total de RNA estimada por espectrofotometria, 
A curva-padrao pode entao ser construida com dilui- 
96 cs do cRNA (por exemplo, quantidades crescentes de 
4 x HP a 4 x 10 s copias de RNA em cada tubo). Em 
seguida, amostras e pad roes sao amplificados em tri- 
plicata em uni mesmo ensaio. Tra^a-se a curva-padrao 
por mcio de uma rclacao linear entre os valores dc Ct c 
as quantidades iniciais de cRNA ou cDNA colocadas 
em cada tubo, extrain do- se desta curva as quantidades 
de cada annostra baseadas no Ct. Este metodo assume 


que to dos os padroes e as amostras tern aproximada- 
rnente a mesma eficiencia de amplifica^ao (ver eficienda 
de amplifica^ao acima). 

Para se utilizar este metodo, deve-se ter o cuidado 
de man ter as concentrates da curva-padrao dentro dos 
niveis esperados nas amostras estudadas, alem de con si- 
derar os li mites de detec ^ao e precis ao do equipamento 
e da reapio. 

Normalizafao 

Tan to em quantifica^ao absoluta quanto relattva, 
e necessaria a inclusao de um controle que assegure a 
integridade de cada passo do processo de RT-PCR em 
tempo real. Em geral } um marcador fluorcsccnte passi¬ 
ve (por cxcmplo ROX) c inclufdo na mistura master dc 
reagentes e serve para corrigir pequenas diferen^as nos 
volumes de rea^ao, assim como flutuaqoe s de sinal fluo- 
rescente nao relacionadas a PCR. Contudo, ainda se faz 
necessaria a corre^ao para diferen^as 11 a quant id ade de 
material inicial entre amostras, quc podc variar nao so 
pcla mass a dc tccido ou numcro de cclulas, mas tambem 
pcla integridade individual do RNA. Utiliza-sc, entao, 
um padrao interne (gene de norma liza^ao) como con¬ 
trole inter no da rea^ao. 

O padrao inter no ideal deve mantcr sua express ao 
sempre Constance, indcpendente das conduces ou tra- 
tamentos. Como ainda nao foi identificado um padrao 
ideal, c necessario quc sc estude qual o padrao inter no 
mais adequado para cada experimento, 011 seja, aque- 
le cuja exp res sao se mantenha cons tan te, i n depen dente 


Quail 10 10.3 - Excmplu dc calculo dc amUisc quantitative rclativa por PCR cm tempo real, 


Amostras 

CNP(C t ) 

P-Actina 

(C) 

AC 

r 

AC t Controle 
Media 
(C1-C4) 

AAC r 

(AC-12,72) 

2‘ 44Ct 

Qtiantidadc 

Relative 

(media) 

Cl 

28,86 

16,18 

12,68 

12,72 

-0,04 

1,03 

1,00 

C2 

29,35 

16,66 

12,69 

-0,03 

1,02 

C3 

29,65 

16,70 

12,96 

0,23 

0,85 

C4 

29,37 

16,82 

12,56 

-0,17 

1,12 

DBl 

25,60 

16,25 

9,36 


-3,37 

10,30 

8,80 

DB2 

25,84 

16,11 

9,74 

-2,99 

7,92 

DB3 

25,44 

15,87 

9,57 

-3,15 

8,88 

DB4 

25,45 

15.75 

9,70 

-3,02 

8.11 


Cl - C4: amostras de RNA extraldo de culture, de celulas FRTL-S-controle; DBl a DB4: RNA extrardo de celulas FRTL-5 tratadas com 
dibutiril-AMP eiclico por 24 h. A quantifica^ao rclativa podc scr cxprcs&a pcla media dc das amostras tratadas cm rclacao & media do con¬ 
trole (quc deve scr igual a 1),CNP: peptrdeo natnurctico tipo C. (3-actina: utilizada como padrao interno para a normaliza^ao das amostras. 
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das con didoes experiments is, antes de utiliza-lo para 
normaiizar os resultados. Tradicionalmente, utilizam- 
-se os genes housekeeping (G A PL) FI, p-act in a) para 
normaliza^ao dos dados, Entretanto, ja sc demonstrou 
que a expressao destes genes pode ser alterada em varias 
condignes e, cons equenteme nte, a normalizafao com 
um deter min ado gene housekeeping pode resultar cm 
dados falsos* Portanto, c fundamental a valida^ao da 
estabilidade do con t role inter no antes de utiliza-lo. 

Os genes de RNA ribossomicos vem sendo reco- 
mendados como controle interne, sendo o rRNA 28 S 
mais representative da integridade do mRNA, porque o 
18 S pode sc man ter integro mesmo quando ha degrada- 

J* 

^ao do mRNA. E, no entanto, um dos padroes internos 
que se mantem inaltcrado nos varies tccidos c condi- 
0cs exp c rime ntais, Por cm, ha algumas considcra^oes 
que devem ser levadas em conta: o rRNA nao tern ter- 
mina^ao poli-A e portanto nao podera ser medido em 
ensaios cm que sc use transcri^ao reversa com iniciador 
oligo(dT), devendo-se portanto usar iniciadores ran¬ 
dom! cos (random primers) e sua con cent ra^ao no RNA 
total c muito alta, exigindo um ajuste das concentrates 
de sens iniciadores e send a, para que sua eficiencia de 
amplificacao se assemelhe a dos genes em estudo* 

Quando ha diliculdade de identificar um padrao 
inter no adequado, alguns autores re co mend am a nor¬ 
ma lizapao dos vaLores obtides por mcio da quantida- 
de dc RNA total utilizada na rca^ao, Neste sentido, 
a determina^ao da concentra^ao de RNA deve ser a 
mais precis a possivcf Me did as utilizando cspcctrofb- 
tometria conventional sac muito utilizadaSj contudo, 
esta metodologia nao oferece a sensibilidade nem a 
precisao necessarias. Medidas mais precisas e sensfveis 
podem ser obtidas com o uso do corante RiboGreen® 
RNA (Molecular Probes, USA) associado ao Nano- 
Drop (ND-33G0, NanoDrop Technologies, USA) ou 
com equipamentos como o Agilent 2100 Bio Analyzer 
(Agilent Technologies, LISA) e Experion (Bio-Rad La¬ 
boratories, USA). 

Sensibilidade e Reprodutibilidade do 
Ensaio de PCR em Tempo Real 

Em um estudo utilizando 30 amostras, a compara^ao 
entre o ensaio de prote^ao a RNase e PCR cm tempo real 
utilizando a teen lea TaqMan® forneceu uma correla^ao 
signiheante (r = 0,62, p < 0,001) entre os resultados obti- 
dos pelos do is metodos, mas a tecnicaTaqMan® apresen- 
tou sensibilidade cerca de 1G 5 vezes mais eievada. 


O metodo de PCR em tempo real tern excelente 
reprodutibilidade. Analise de van os estudo s utilizando 
diferentes teenkas e equipamentos mostra valores entre 
0,06 a 1,7% e 0,4 a 2,6%, respectivamente para a variate 
intra e interensaio, 

Cuidados Gerais com a Rea^ao 

A PCR cm tempo real c uma ferramenta muito 
potentc dc amplificacao de DNA, portanto, a pre- 
cisao e muito importantc para que sc obtenham re- 
sultados confiavcis* Neste sentido, rccomcndam-sc os 
scgulntcs cuidados: 

* Certificar-sc dc que csta usando a teemca corrcta c 
mctodica dc pipetagem dc reagentes. 

* Manter as pipetas ealibradas. 

* Preparar a rea^ao em ambiente livre de conta- 
mina^ao com DNA ou outros agentes quimicos 
(uso de cap el a, sem fluxo de ar, de preferencia). Ha 
quern preconize usar um avental exclusiv ame nte 
para a manipulacao de PCR em tempo real, a fun 
de evitar contaminate da rea^ao com outros pro- 
dutos. 

* Limpar o local de trabalho, incluindo centrifugas e 
misturadorcs, com frequencia. 

* (^Luanda e stiver utilizando marc adores Euoresc entes 
diferentes na mesma rea^ao, trocar de luvas entre a 
manipulacao dos diferentes marcadores. 

* Ao te rm mo da re a^ao n o ter m odd ado r, n ao ab r t r os 
tubos de PCR no ambiente onde a rea^ao e prepa- 
rada (de preferencia, de scar tar os tubos segur ament e 
Lech ados em local fora de onde Ilea a bancada de 
trabalho). 

* Para reduzir a degiadaqao de reagentes por multiplos 
ci dos de congelamento e descongelamento, recomen - 
dam-se dividir os reagentes em varias aliquotas. 

* E ainda valido enfatizar que o marc ad or fluores¬ 
ce nte e sensivel a luz e, portanto, sujeito a fotode- 
grada£ ao. Entao, e conveniente manter o reagente 
fluoresce nte em ambiente escuro ate o mo men to 
imediatamente anterior a sua utiliza^ao, podendo 
este ser o ultimo com pone nte adicionado a mistura 
da rea^ao, 

* Otimizar a concentra^ao dos iniciadores, sondas 
e RNA ou DNA para cad a molecula-alvo a ser 
amplificada. 
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Outran fbntes de varia^ao podem ainda ser en- 
contradas, mesmo quando consideramos uma mesma 
amostra, mesmo laboratories mesmo equipamento e urn 
unico con junto de pip etas. Assim sendo, ao comparar- 
mos resultados de PCR em tempo real, devemos con- 
siderar: numero de lote dos reagentes, tempo de esto- 
que de sondas fluoresce ntes e de enzimas (degrada^ao), 
son das sintetizadas por dite rentes fabrieamtes e ? dnal- 
mente, redoes rcalizadas por difcrentes pcsqtiisadorcs 
(diferenres graus de cxpcriencia), Portanto, para sc obter 
um resultado confiavel, d eve-sc cscar atento a tod as cs- 
tas variaveis. Uma estrategia bastante util e ineluir um 
mesmo eontrole ou eurva-padrao em cad a placa de PCR 
em tempo real, especialmente quando um novo lote de 
reagentes for utilizado. 

E ainda muito importante lembrar que ha metodolo- 
gias que requerem reagentes cspcdficos, c o uso indiscri- 
minado dc reagentes cm diferentes tecnicas podc acarrc- 
tar resultados incorretos ou nao confidveis. Por exemplo, 
os reagentes da ABI Bio systems foram padronizados 
para os equipamentos da propria companhia e inclue m 
um padrao inter no dc fluorcsccncia (ROX), imprcscindi- 
vcl para o sistema laser, mas que interfere com o si sterna 
dc detect ao por filtros utilizado cm outros equipamento s, 
como o term ode lador iCyclcr (BioRad). 
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Introdu^ao 

A amplificado de acidos nucleicos in vitro tern pro- 
porcionado urn avanco significativo na biologia mole¬ 
cular c na gene tic a, p os sibil itando a elonagem dc genes, 
a pesquisa dc mutates c polimorfismos, a dctcc^ao dc 
microrganismos em diferentes amostras biologic as e 
outras aplica^oes (Duncan, 1981; Ehrlich e Greenberg,. 
1994; Lee, Morse e Qtsvik, 1997), 

A rcagao cm cadcia dc polimerase (PCR), dcscrira 
per SAIKI et al. (1985) e Mullis e Falcon a (1987), e a 
rea^ao de amplificado de acido nucleico mais utilizada. 
A PCR compreende a slntesc enzimatica in vitro dc mi- 
Ihoes de capias de um segmento especifico de acido deso- 
xirribonucleico (DNA) de lit a dupla (ds, double strand) ou 
fita simples (ss, single strand) e, com o uso da transcriptase 
reversa, o acido ribonucleico (RNA) tambem pode ser 
amplilicado. A reapao e base ad a na desnatura^ao da fita 
dupla do acido nucleico, seguida da hibridizad 0 dc dois 
iniciadores oligonudeotidicos que flanqueiam as extre- 
midades da regiao a ser amp lid cad a, e posterior stntese da 
nova cadcia polinucleotfdica pda adi^ao dc nuclcotidcos 
na extremidade 3-OH livre (hidroxila livre), per mcio da 
DNA polimerase. 

Dessa forma, cada ciclo da PCR consiste de tres eta- 
pas: desnatura^ao, hibridiza^ao e amplificado. A fita sin- 
tetizada serve como molde para uma subsequente rca^ao 
de amplificado, de modo que apos repetidos ciclos ocorre 
o aeinmilo exponencial do segmento de acido nucleico de 
mteressc. O numcro dc molcculas do segmento do aci¬ 
do nucleico-alvo teoricamentc dobra cm cada ciclo, por 
exemplo uma PCR com 20 ciclos gera aproximadamente 
1 milhao de vezes a quantidade da sequencia-alvo presente 
inidalmentc (Gcliand ct al., 1990). 

A PCR, portanto, aprcscnta-sc como uma tccni- 
ca potencialmente sensivel, pos sibil itando deteetar ate 
uma unica molecula de acido nucleico. Sua sensibilidu¬ 


de pode ser aumentada pelo uso da PCR-dupia ( nested- 
PCR), na qual o produto amplificado e submetido a um 
segundo processo de amplifica^ao utilizando um eon- 
junto dc iniciadores homologos a sc qu end as inter nas do 
segmento ja amplificado (Ehrlich, Greenberg c Snirisky, 
1991; Ehrlich c Greenberg, 1994). Estc proccdi men to 
torna a rca^ao da PCR mais c specific a c scnsivel. A pri¬ 
me! ra aplica^ao dessa estrategia foi a amplifica^ao do 
gene da fi-globina humana com o uso da enzima frag- 
mi ento Klenow (Mullis e Faloona, 1987). 

O aumento de especificidade e sensibilidade da rea- 
do da PCR foi a lea n£ ado com o uso de DNA poli une¬ 
rases isoladas dc organismos termofilos, que catalisam 
a read 0 depolimeriza^ao a etevadas temperaturas, favo- 
recendo a estringencia e a especificidade requeridas nas 
rea^oes de amplificado de DNA. O uso dessas enzimas 
eliminou muitos dos produtos de amplificado inespe- 
dficos observados com o emprego da enzima fragmento 
Klenow, primeira enzima utilizada na reafao da PCR. 
A utilizapao da DNA polimerase termoestavel simplifi- 
cou o procedi men to da PCR, permitindo que todos os 
reage ntes fosse m ad i cion ados ao mesmo tempo no tubo 
de rea^ao (Ehrlich e Greenberg, 1994). 

A DNA polimerase termoestavel mais us ad a na 
PCR e a Taq DNA polimerase, introduzida, em 1988, 
por Saiki et al., isolada a partir da eubacteria termoff- 
lica - Ihermus aquations I inha gem YT (Brock e Freeze, 
1969). A atividade otima dc polimeriza^ao c alcan^ada 
entre 75 e 80°C, e a termoestabi 1 idade - medida como 
a meia-vida dc atividade enzimatica -, entre 45 e 96 
minutes a 95 °C (Abramson, 1995). 

Atualmente, ha varias DNA polim erases ter mo- 
estaveis disponiveis no mere ado, com ter moestab 11 ida- 
dc, atividade cxonuclcasica c tax a dc incorporate dc 
nuclcotidcos variavcis, que possibilitam cxplorar suas 
caractcristicas partial lares para divers as apli canoes. 
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Nas rea^bes de amplifica^ao com DNA molde rico em 
nudeotfdeos G+C, em que a temperatura de desnatura- 
qao elevada 6 cxigida, as DNA polimcrascs mais ter mo¬ 
re sis tc ntes sao mais adequadas, cnquanto enzimas com 
alt a vclocidadc de si rite sc sao mais empregadas para a 
amplifica^ao de fragmentns longos (Abramson, 1995). 

As principals vantagens do uso dos metodos de 
amplifica^ao de acidos nucleicos sao a alta especifid- 
dadc c a alta sensibilidade das rca0cs. Embora a sen- 
sibilidade seja um aspecto positive, cssa caractcristi- 
ea traz a ton a Lima problematic a na aplica^ao dess as 
teen leas nos lab oratorios de Biologia Molecular, que 
e a fidelidade dos resultados, principal men te devido 
a possiVeis resultados falso-positivos provenielites de 
divers as to ntes de contamination* 

Fontes de Contamina<:ao 

Dentre as principals fontes de contaminaqao temos: 
DNA proven iente de amostras cl micas con ten do grande 
mimero de organ ism os; DNA proven iente de microrga- 
nismos m anti dos em cultura; c DNA i sol ado dc ma¬ 
terials experimental tais como clones recombinantes 
ou produtos dc PCR gcrados a partir dc amplifica^oes 
previas da mesma sequencia-alvo. A contamina^ao por 
produtos de PCR, denominada PCR- carryo ve ?; repre¬ 
sen ta a principal fonte de contaminaqao dentro do la¬ 
boratorio que utiliza tecnicas de amplifica^ao de acidos 
nucleicos (Kitchin e Rootman, 1993; Meier et ah, 1993; 
Per sing, 1991). 

A superfieie das areas do laboratorio e tie equipa¬ 
mentos (cubas de eletroforese, microcentrifugas, ter- 
mociclador, transiluminador, ap a re lb os de transference 
de acido nucleico dot Mot, Southern hioting ou Northern 
blotting e nt re outros) sao consider ados veiculos de conr 
tamina^ao, quando ha acido nucleico contaminante 
nesses locals (Kwoke Higuichi, 1989; Neumaier, Braun 
e Wagener, 1998). 

A detect: ao de resultados fa Iso-positives e essencial e 
inclui o uso de rea^oes-controle com amostras negativas, 
bem como rea^oes utilizando somente os reagentes da 
PCR, denominadas controle de reagente. O uso desses 
cont roles per mite as segura r, principalmente nas amos¬ 
tras negativas, a fidelidade dos resultados. Por outro 
lado, o uso de reaqoes-controle com amostras positivas 
tambem faz-se necessario, uma vez que a present a de 
ini bid ores presentes na amostra pode bio qu ear a rea^ao 
de amplificafao, gerando resultados falso-negatives. 


Prevencao da Contaminacao 

A prevencao e o controle da contaminacao nos la- 
fa oratorios de Biologia Molecular nao somente reduz 
o risco poteneial da obtenqao de resultados erroneos, 
como tambem, permitc assegurar a reprodutibilidade 
dos ensaios. 

A separaqao fisica tlas principals e tap as envol- 
vidas no pro cess amen to das amostras c na cxecu^ao 
das tecnicas de amplificaqao ja se tornou um con- 
senso dentro da comunidade den tide a para evitar 
esse tipo de contaminacao (Kwok e Higuichi, 1989; 
Neumaier, Braun e Wagener, 1998). Para minimizar 
as fontes de contaminacao, preconiza-se a delimi- 
taqao de quatro areas de trabalho no laboratorio de 
amplifica^ao dc acidos nucleicos: a sal a de preparo 
de reagentes, a sal a dc preparo dc amostras, a sala 
de amplificaqao e a sala de detect ao dos produtos de 
amplificacao, Cada area deve ter equipamentos, rea¬ 
gentes c materials (piperas, centrifugas, congcladorcs, 
geladeiras, luvas, ponteiras, tubos de microcentrifu- 
ga t canetas, aventais c outros) proprios, dc forma que 
nao haja troca de materials entre as areas de trabalho, 
O acesso as areas individuals devera seguir uma se- 
queneia de fluxo positive, ou seja, proceder em um 
unico sentido, da area de armazenamento e preparo 
de reagentes para a area de analise de produtos de 
PCR. Outro aspecto importante e a limpeza do la¬ 
boratorio, que deve seguir o mesmo fluxo. Os utensi- 
lios de limpeza deverao ser individuals para cada area 
de trabalho, evitando a troca entre elas (Neumaier, 
Braun e Wage ner, 1998). 

Associado a separate fisica das areas de tra¬ 
balho, os analistas devem ser corretamente treina- 
dos e trabalhar de acordo com as boas praticas de 
laboratorio, ou seja, devem usar mascaras, luvas, 
toe as, aventais e outros equipamentos de proteqao 
individual. Tsso se faz necessario, pois o analista 
pode carregar contaminantes de DNA na superfieie 
da pele que foram adquiridos ao entrar na areas de 
pos-PCR, preparo de amostra ou de clonagem (Kh 
tchin et al., 1990). 

A ado^ao desses critcrios auxilia a evitar contami- 
na^ao, principalmente no case de amostras com alto 
numero de copias e de fragmentos clonados, mas nao 
sao suficicntes. Dess a form a, c necessario o emprego 
de pro cedi men tos de descon tarn in aqao para prevent ao 
e controle da contaminacao nas reaqbes de amplicaqao 
de acidos nucleicos. 
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Processos de Descontaminacao 
Das Areas de Trabalho 

Reagentes Qumiieos — a superficie das bancadas e 
de equipamentos representam uma fonte potencial de 
contaminate devido a presen^a dc acido nucleico 
residual, prove niente de manipulate de amostras 
e analise de produtos amplificados. Para o uso do 
trailsiluminador, indica-se cobrir a superficie com plastico 
antes de visual izar cada gel (Kwok e I iiguichi, 1989), 

A elimina^ao de residues de acidos nuclei cos 
dessas superficies com reagentes quimicos e uma 
medida eficaz para minimizar a contaminate 
(Kwok e Tliguichs, 1989; Prince e Andrus, 1992). 
Tern side re corn end ado o uso de HCI a 1 M (Kwok 
e Higuichi, 1989) e hipoclorito a 10% (Prince, 1991). 
O hipoclorito e o mats us ado devido a sua men or 
toxicidade e menor a£ao corrosiva (Prince, 1991). Nas 
superficies metal icas, recomen da-sc o uso dos alcoois 
e tilt co a 70% e o isopropilico a 70%, normal men te 
empregados nos procedimentos de desinfec^ao, por 
ap resen tare m atividade rapida sob re bactcrias, fun go s 
c virus lipofilicGs (Romao, 1998), 



Figura 11,1 - Representafao esquemitica de dais importantes di- 
meros do pirimidinas e dc fotoprodutos da radia^ao UV (adaptado 
dc Watson ct aI., 19S7). 


Esses reagentes devem ser man use ados com cut dado, 
pots apresentam efettos adversos. O hipoclorito e o acido 
clorfdrico sao tdxicos, irritantes e corrosives* Qiiando in- 
geridos, provocam irrita^ao e corrosao das membra nas mu¬ 
cosas, e quando inalados podem causar irrita^ao grave do 
trato respiratorio (Romao, 1998). O etanol e o isopropanol 
sao tdxicos e irritantes para os olhos e seu uso frequente 
produz irrita^ao e dessecafao da pele (Romao, 1998). 

Radia^ao ultraviolet* - a luz ultravioleta (UV) provoca 
danos letais e mutagenicos nos acidos nucleicos dos 
organismos expos to s (Set low, 1966; Wang, 1976a; Wang, 
1976c), A radiaqao UV com eomprimento de onda de 
260 nm e absorvida forte me nte pel as bases nitrogenadas 
dos acidos nude ices, cm maior grau pel as pirimidinas, 
produzindo dfmeros de tirmna-timina (ToT), timina- 
citosina (C<>T) e citosina-citosina (CoC) (Setlow, 1966; 
Wang, 1976b c Wang, 1976c), Os principals fotoprodutos 
sao dfmeros de ciclobutano de pirimidinas adjacentes 

(Fig. 11.1). 

Estas alter a£oes previnem a repltca^ao do DNA por 
prejudicar o pareamento das bases durante a suitese do 
acido nucleico pela DNA polimerase. Contudo, a for- 
ma^ao dos dfmeros e reversivel, estabelecendo-se um 
equilfbrio que favor ece a forma ^ao de monomer os sobre 
a dos dfmeros. Dess a forma, men os de 10% de dfmeros 
de piri midi mas existe no DNA irradiado uma unicavez 
(Gordon e TIaseline, 1982). 

A radiaqao UV sobre o DNA seco, bem como em 
solu^oes de reagentes, tern sido proposta como me to do 
para prevenir contaminate nas reaqoes de amplificaqao 
de acidos nucleicos (Fairfax et al., 1991; Setlow, 1966). 

Sarkar c Sommer (1990) foram os primeiros a rcla- 
tar o uso da radiaqao UV para o controlc da contami- 
na^ao na PCR* Esses invcstigadorcs observaram que a 
irradia^ao dc amostras dc DNA com UV (254 c 300 
nm), por 5 a 20 minutes, impedia a amplifica^ao do 
DNA por PCR. Fox et ah (1991) avail am m a eficiencia 
da radiaf ao UV em eliminar a contamina^ao de produ¬ 
tos de amplifica^ao de 149 bp e 357 bp do genoma do 
cito me galo virus (CMV) c de sc que neks de 551 bp do 
genoma do virus da imunodeficicncia Humana (HI V)* 
Os auto res observaram que a radiagao UV foi cficicn- 
tc cm eliminar a contain in agao provocada intcncional- 
mente por esses produtos de PCR, 

Consider a ndo que as bases pi rimid micas absorvem 
a radiagao UV com maior intensidade, e posstvel que 
os fragmentos que possucm maior numero dessas bases 
sejam danificados com rnais facilidade (Setlow, 1966; 
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Wang, 1976b e 1976c), Com base em considerables 
teoricas e dados ex peri me nta is limit ad os, sequencias 
com mcnos que 10 sitios dimerizaveis poderao set rc- 
sistentes a radiabao UV (Fairfax et al,, 1991; Gordon 
e Haseline, 1982; Meier et al., 1993). 

Cabc rcssaltar quc a cficicncia da radia^o U V sobrc 
as superficies do lab oratorio e limitada, pois a capacida- 
dc maxima dc ester iliza£ao c alcanbada quando as su¬ 
perficies sao perpendiculares a origem da tonte de UV. 
Ent ret ante, as superficies dos equipamentos, na mala¬ 
ria das vezes, sao indmadas ou paralelas a fonte de UV 
(Cone c Fairfax, 1995). 

A utilizabao da radiabao UV deve ser realizada com 
cuidado, uma vez qu,e e mutagenic a e pode causar per da 
ou diminuibao da visao. Recomenda-se o uso dc luvas 
e cobrir a pele quando trabalhar com a radiabao UV 
(Cone c Fairfax, 1995). 

Da Rcafao de PCR 

Pre-amplifkabao — o uso de nucleases, enzima s que 
liidrolisam os acidos nudeicos, no pre-tratamento de 
produtos dc PCR possibilita clim.inar a contanimabao por 
carryover (Furrer et al., 1990; Longo, Berninger e Hartley, 
1990; Rysc Incising, 1993; Waldcr, Hayesc Walder, 1993). 
O uso deste procedimento esta baseado no principio de 
quc os iniciadorcs oligonudeoddeos, bem como o RNA 
(fita simples), sao resistentes a endonucleases de restribao, 
por cm acidos nudeicos dc fit a dupla com sitios dc clivagcm 
conheeidos (preferentialmente multiplos) poderao ser 
cficicntcmcntc hidrolisados c nao amplificados. Esse 
metodo e utilizado na esterilizabao de pre-amplihcabao. 

As DNA glicosilases participam no processo de re- 
paro do DNA, catalisando a remobao de bases nao con- 
vencionais ou damfkadas na molecula de DNA. Fssas 
enzimas promovem a hidrolise da ligabao N-glicosfdica 
(ligabao abucar/base), resultando na produbao de sitios 
apurinicos/apirimidinicos (AP) no DNA e uma base 
livre (Fig. 11.2). Os sitios apurmicos/apirimidmicos rc- 
sultantes sao subsequence me nte reparados pel as DNA 
poli m era sc c ligasc (Duncan, 1981). 

A uracila N-glicosilase (UNG) e a mats abundante 
dc to das as glicosilases presentes na cclula. A UNG re¬ 
move residues de uracila da molecula de DNA, que re- 
su Irani da incorporabao err ad a dc reslduos dUMP pc la 
DNA polimerase da deaminabao da eitosina. Os pro- 
dutos sao bases uracila livre, sendo que o comprimento 
das cade)as nao se altera, contudo passa a confer sitios 
apirimidmicos. Alem disso, a enzima UNG nao apre- 


senta nenhuma atividade sobre o dUMP livre ou sobre 
o RNA (Fig. 11.3) (Duncan, 1981; Lindahl, 1982). 

A utilizabao da UNG no controic da contarnina- 
bao por carryover, na PCR, foi introduzido por Longo 
et al., em 1990. Esses autores mostraram que os pro¬ 
dutos de PCR, gerados por reabbes nas quais o dTTP 
foi substituido pelo dUTP e incub ad os com a enzima 
UNG, nao eram viaveis como molde para reabbes de 
ainpbticabao posteriores. 

Expcrimentos rcaLizados para avaliar a influentia da 
U NG sobre a amplifkabao indicaram quc cla nao c inati- 
vada durante o proccssamcnto da PCR c quc sua ativida¬ 
de residual pode potentialmente degradar o produto de 
PCR em determinadas conduces (Thornton, Hartley e 
Rashtchkn, 1992). Portanto, as reabbes de PCR tratadas 
coin UNG devem per mane cer a 72^0, temper at uni na 
qual a enzima possui atividade minima. A UNG nao se 
aplica aos metodos de nested-PCR, uma vez que destrut - 
ria o produto de PCR proven ten te da primeira amplifka- 
bao que contem dUTP na sua se que net a. 

Pbs- amplifkabao — os reagentes fotoqufmicos, 
utilizados nos estudos de estrutura e fui^ao dos ati- 
dos nudeicos, tern sido empregados para a destruibao 
de produtos de PCR. 

Os psoralenos comprccndcm a classc de reagentes 
fotoqufmicos mais utilizada na caracterizabao dc acidos 
nuclei cos virais, bacteria nos ou de eucariotos. Tam bem 
sao us ados cm estudos funcionais dc RNAs nucleares 
pequenos e no process a mento de RNA he ter onu clear 
(Ciinino et al., 1985). Estruturalmente, os psoralenos 
sao compostos tricfclicos form ados por meio da fusao E- 
near de uni anel de furano com uma cumarina (Ciniino 
et al., 1985) (Fig. 11.4), 

Os psoralenos reagem primariamente com timidina 
no DNA c uridina no RNA. Esses compostos contem 
duas ligabbes duplas reativas que, quando excitadas com 
radiabao (320 a 400 nm), re age am com a ligabao dupla 
5-6 da pirimtdtna e formam aneis de ciclobutano (Ci- 
mino et al., 1985). 

Varios trabalhos tern mostrado o uso dos psoralenos e 
seus derivados no controle da containinabao com acidos nu¬ 
de icos nas reabbes da PCR (Cimino et al., 1991; Isaac as et 
al., 1991). Cimino ct al. (1991) avaliaram o uso de 4-ami- 
nometi1-4,5-dimet! 1-isopsoraleno (4-AMDMIIP) como 
agentc fotoqufmico esterilizante na reamplificabao de 10 h 
cbpias do produto de PCR (115bp) do DNA do HIV. 
Apos a adib-ao do 4-AMDMIP e da irradiabao com UV, 
nao for am observados produtos de amplifkabao. Este es- 
tudo evidenciou que o 4 -AMDMIP pode ser utilizado 
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Figurall.2 - Rea^ao da DNA glicostlase. A base nao usual mi dan i- 
ficada(B’) e removida da moRcula de DNA pela hidrdlise da liga^ao 
N-g'licosidiea da deoximbose produzindo uma base livre e urn sitio 
AP na posi^ao ocupada pela base (adaptado de Duncan, 1981). 


co mo metodo eficaz para o controls de contain in a^ao 
carryover. Observou-se tambem que a eficiencia do uso 
dos derivados do psorateno, 4-AMDMIP e AM IP, no 
controls da contaminate de amplicons do HIV guar- 
dou uma relapao diretu entre a concentrate do reagen¬ 
ts empregado c o numcro dc copias a ser amplificado. 
Ad i.c io nalme nte, e uso de cos solvents s (dimetiJsuifexido 
c sulfato so dice dc duodccil) ass oci ados a csscs rcagen- 
tes aumentou a cfkicncia da PCR (Cimino ct aL, 1991), 
Cuklado deve ser tornado durante a manipula^ao desses 
reageotes Ibtoquimicos, uma vcz que os ps or ale nos site 
agentes tdxicos potenciais cm animals e hum a nos (Kor- 
nhausen, Waner e Giles, 1982. 

Em eonchisao, os residuos de acid os nucleicos, prin- 
cipa line nte os produtos gerados pela PCR, representam 
uma fontc significativa dc contaminate podendo gc- 
rar resultados falso-positivos nos laboratories que uti- 
lizam as tccnicas dc amplificafao dc acidos nuclcicos* 
A separaqao fisica das areas dc trabalho c os processes 
fisicos e quimicos de descontamina^ao sao medIdas ele- 

tivas dc preven to c controlc da contaminate potential 

gerada pelo uso dess a tec nolog la. 
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Figura 11.3— Represen esquemitica do pro cedi men to dUTP/uracil-N-glicosilase, na PCR (adaptado de HARTLEY e RASHT- 
CHIAN, 1995). 
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Figura 11*4 - Estmtura c sistema. de numeral at> us ado para 
o p sonde no, isopsordeno (angel id no), 8-me roxi psora le no 
(8-MOP), 4,5',8-trimctilpsoralcno (TMP), 4’-hidroximetii- 
4-5', 8-trimctilpisoralcno (HMT) c 4 , -armnomctil, 4,5-trimc- 
tilpsoraleno (AMT) (adapt ado de Cimino et aL, 1985). 
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12. Analise da Expressao Genica por meio da 

Tecnica de SAGE 
{Serial Analysis of Gene Expression) 

Eh da Paula Benqumue Ojopi 
Rmmamid Uias-Neto 


Introdu^ao 

A expressao genica dc uma cclula representa um dos 
reflexos funcionais mais importantes de um genoma. 
Dcsse modo, a quantifica^ao da expressao dc cad a um dos 
transcritos c um dos cl ados mais rclcvantcs a scrcm obti- 
dos. A avaliagao quantitativa da expressao genica podc scr 
fc it a por algumas tccnicas diferentes c, ncste capitulo, tra- 
taremos da analise da expressao genica por SAGE (Serial 
Analysis of Gene Expression), uma das ferramentas mais 
prccisas c abrangentes atualmentc disponivcis. SAGE 
foi desert ta inicialmcntc cm 1995 por Vclculcscu, Kinz- 
ler c Vogel stein, pcsquisadorcs da Universidade dc Johns 
Hopkins, cm Baltimore, Maryland, nos Estados Uni dos 
(Vclculcscu ct ah, 1995), Desde entao, css a tecnica mos- 
trou-sc uma das ferramentas mats podcrosas dc availa- 
^ao dos genes expresses cm grupos cclulares dc inter esse. 
Basicamcntc, scquencias parciais muito curtas (chamadas 
dc etiquetas ou fags), derivadas dos RXAm das arnostras 
biolog icas cm estudo, siio cone ate nadas, sequcnciadas cm 
larga eseala, mapeadas nos transcritos c contadas, Dc 
modo geral, a frequencia de uma etiqueta na popularao 
dc etiquetas sequcnciadas c proporcional a expressao do 
gene cm que essa etiqueta podc scr mapeada. 

Dcsse modo, a tecnica dc SAGE per mite quantise a r 
a expressao dos genes ativos cm uma arnostra, gcrando 
uma defini^ao dctalhada do perfil dc expressao genica 
cm larga eseala, naqual a quantificaqao dos transcritos e 
representada conio uma fragao do total c nao cm rclagao 
a outro expert me nto, ou padrao, ou genes constitutivos, 
evitando assim varies erros inerentes a normaliza^ao 
entre experimentos. A forma padronizada caractcrfstica 
dos experimentos dc SAGE possibilita o actimulo dc 
dados e a compara^ao entre diferentes bibliotecas, mes- 
mo que produzidas por diferentes grupos dc pesquisa, 

Um exp crimen to de SAGE dpico cnvolvc a corn- 
par agao entre a frequencia de etiquetas derivadas dc bi¬ 


bliotecas diferentes, permit!ndo analisar a significancia 
cstatfstica das diferen^as dc expressao genica entre os 
experimentos para cad a transcrito detcctado. No en- 
tanto, e possivel obter dados relevantes com uma unica 
biblioteca em situafoes experimental que objetivam a 
deter mi na^ao dos genes mais abund antes ern uma dad a 
arnostra, sem analiscs com para tivas, 

Dc modo geral, a frequencia com que a etiqueta 
de determinado transcrito e observada em uma popu¬ 
late de etiquetas produzidas a partir de uma arnostra 
de mRNA (biblioteca de SAGE) e diretamente pro¬ 
porcional a abundancia rclativa do scu transcrito cor- 
respondente na arnostra cm estudo* A frequencia dc 
cada transcrito e armazenada em um banco de dados 
e utilizada para fazer compara^oes estatfstieas entre as 
bibliotecas, permit indo i den ti bear marc adores molecu- 
lares das arnostras avaliadas (rev is to em Lai et aL, 1999; 
Madden et ak, 2000; Vclculcscu et ah, 2000). 

O sequenciamento parcial de clones de bibliotecas de 
eDNA em larga eseala e um me to do eiiciente no acesso 
a regibes transcritas do genoma humano, perm i tin do 
tambem a idcntifica^ao dc quais transcritos sao expres¬ 
ses em cada tecido. Porem, os custos necessaries para 
uma avalia^ao quantitativa eiiciente da expressao genica 
utilizatido essa abordagem (tambem conhecida come a 
gerapao de ESTs — expressed sequence lags) sao extrema- 
mente altos. A leitura de um clone de uma biblioteca 
de eDNA gera dados referentes a um unico transcrito. 
Para avaliar 100 mil transcritos utilizando sequenciado¬ 
res tradicionais, sen am ne cess arias 100 mil reaches de 
sequenciamento. Em SAGE, dev i do a cone ate na^ao 
das etiquetas, uma unica leitura produz, com facilida- 
dc, dados quantitativos referentes a pclo mcnos 20-30 
etiquetas, reduzindo, por tan to, o tempo c os custos do 
sequenciamento cm 20-30 vezes. As tccnicas bascadas 
no uso de micro arranjos de DNA (microarrays) sao mui¬ 
to valiosas na determinate de expressao genica. Porem, 
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os result ados de expressao limitam-se ape n as aos genes 
que estiverem representados na lamina ou membrana* 

Eni compara^ao com a tccnologia de arranjos dc 
DNA, a tecnica dc SAGE apresenta algumas vantage ns, 
tais como a determina^ao dos nivcis dc expressao dircta- 
mente de uma amostra de RNA, sem necessidade sondas 
de cDNA, a pos sibil id ade de avaliar todo o transcrip- 
tom a sem a limitapao diante do painel de genes que es- 
tejam representados nos arranjos, e ainda nao ha neces¬ 
sidade da infraestrutura necessaria para a produ^ao dos 
arranjos (sala limp a, pressao positiva de ar, sistemas de 
hibrida^ao, scanners, etc.). 

For outro lado, o numcro dc amostras que podc scr 
proccssado usando SAGE c pcqueno quando compa- 
rado aos experimentos com microarranjos dc DNA, ja 
que sao ncccssarios ccrca dc 30-40 dias para sc produ- 
zlr uma bibliotcca dc SAGE c scqucnciar um numcro 
adequado dc etiquetas, utilizando-se um scqucnciador 
dc cap acid adc media dc 16 capita res. Contudo, css a )i- 
mita^ao pode ser minimizada pela analise de um pool 
de amostras representativas, o que pefinite a dilui^ao 
de diferen^as individuals que podem nao estar relacio- 
nadas ao aspecto investigado no estudo. Isso tambern 
permite uma grande redu^ao na quantidade de RNAm 
utilizada, deixando espa^o para a confirmaqao indivi¬ 
dual dos genes selecionados, nas mesmas amostras ori¬ 
ginals, separadamente* 

Principal me ntc devido a cvcntos dc duplicate* gc- 
nica, um pequeno pcrccntual das SAGE-etiquetas gc- 
radas (5-10%) c ambiguo, is to c, podc scr dcrivado dc 
transcritos diferentes, dificultando as analises* Alem 
disso, uma fra^ao pequena dos transcritos podc nao 
apresentar sitios de restri^ao para as enzimas usadas no 
processo de produ^ao das etiquetas e, desse mo do, nao 
pode ser quantificada por esta tecnica. Estima-se que 
essa perda ocorra em me nos de 1% dos transcritos hu- 
manos (Boon et ah, 2002). 

Se o objetivo e obter um perfil de expressao qualita- 
tivo c quantitative para um pequeno numcro dc amos¬ 
tras, o trabalho extra que cnvolvc a cria^ao dc uma bi¬ 
bliotcca dc SAGE c certamente justificavcl. 

Em geral, a tecnica dc SAGE tern detenninado coni 
sucesso os transcritos diferencialmente expresses em sis¬ 
temas experimentais bem controlados (He et ah, 1998, 
1999; Charpentier ct ah, 2000; Inadera et al., 2000; 
Wu et al., 2002; Chen et ah, 2002 ; Boon et al., 2002). 
Saha et al. ( 2001 ), utilizando SAGE, identificaram um 
marcador molecular para tumores de colon metastaticos 
com alta sensibilidade e alta especificidade. Este mar¬ 


cador, alem de e nor me intercsse diagnostico, mostrou 
tambern ter grande valor para o desenvolvimento de 
terapias e spec ideas para essas metastases. Alem disso, 
os dados de SAGE tern sido usados para identificar e 
quantifier genes novos com grande eflciencia. 

A Tecnica de SAGE 

A produgao dc uma bibliotcca dc SAGE cnvolvc 
passes cnzimaticos scqucnciais. O RNA deve scr iso- 
lado das cclulas ou tccido dc intcrcssc c imobilizado cm 
esferas magncticas associadas a um oligo(dT), que pos- 
sibilita a captura sclctiva do RNA poll-A" dirctamcntc 
da amostra. O cDNA c entao sintetizado a parti r dcstc 
oligo(dT) c diva do com uma enzima dc rcstri^ao com 
um sitio frequente (normalmcntc sao usadas enzimas 
que clivam sitios dc 4 bases), A enzima mais trequen- 
temente utilizada c a NIa III (SNCATGN.JN a qual 
corta o DNA cm media a cada 256bp (4c 4 ). Os fragmen- 
tos dc cDNA digeridos pcla enzima, ancorados a uma 
cauda poli-A, sao entao i sol ados com o auxflto dc esferas 
magncticas (Fig. 12,1)* Pequenos adaptadores, contendo 
um sitio para uma enzima do tipo IIS (sao enzimas que 
reconheccm uma sequcncia dc bases c clivam o DNA 
em uma posiqao cspecffica ate 20 bases apds o sitio de 
recon bed men to) e para a liga^ao de oligonucleotideos 
especfficos, sao entao ligados aos cDNAs isol ados pe- 
las esferas. A enzima Bsm F 1 [Sl^GGOACtN^pLA’] 
reconhece o sitio presente no adaptador e libera umape- 
quena etiqueta, Essas etiquetas sao pareadas em ditags ou 
di etiquetas, amplificadas por PGR, di gen das com NIa 
TIT, ligadas para formar concatameros e elonadas em um 
vetor para o sequenciamento simultaneo de to das as eti¬ 
quetas elonadas. Os pmcedimentos gerais da tecnica de 
SAGE estao resumidos no quadro 124 e na figura 12.2* 

A tecnica de SAGE esta baseada em tres principles: 
(1) um fragmento curto de oligonucietideos (14 bp), de- 
nominado SAGE-7^, e suficiente para identificar unica- 
mente um transcrito espeeffico. Isso ocorre por que uma 
SAGE-7 de 10 bp tern 4 1() combi na^oes potenciais di- 
ferentes, levando a uma especificidade de 1:1.048.576 ba¬ 
ses (4 ltJ ). Se isto e somado as 4 bases do sitio de restri^ao, 
teremos uma especificidade de 1:268.435.456, o que e su- 
ficiente para determinar de forma nao ambigua a maioria 
dos transcritos de um organismo. No entanto, esta predi- 
^ao e baseada em calculos estatisticos que assumem uma 
distribuipao aleatoria das 4 bases nucleoddicas. Sabemos 
que esta distribui^ao nao c totalmente aleatoria. Exis¬ 
tent domiiiios repetidos em nos so genoma e na pratica, 
e niuitos genes independentes ocasionalmente conipar- 
tilham a mesma SAGE-77^. ( 2 ) A concatenate de eti- 
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Figura 12. 1“ O cDNA c clivado com uma enzima de restrRao que reeonhecc um sitio frequente. A enzima mais frcqueiitemente utilizada 
e a Nla IIl f a qua! eorta o DNA etn media a eada 256 bp. Os frag me n to s de cDNA mais 3 s sao entao i sol ados com o auxflio dos beads 
rn agnericos. Poster tor me nte s esses fragmented sao clivados com uma enzima do tipo ITS, que forma a tag propriamente dita. Na tectiica 
original^ e usada a enzima BsmY I, a qual libera uma tag de 14-l5bp; no long -SAGE utiliza-se a enzima Mme I no, a qual libera uma tag 
com 17 a 21 bp. 


Quadro 12.t - Etapas principals na tectiica de SAGE. 


Capturar os mRNAs com oligo dT biotin ilados acoplados a esferas magnetic as ligados a estreptavidina 


Converter o RNAem cDNA 


Cortaros cDNAs com uma enzima quo reconheca sitios frcquentes no gcnomu c que produza extremidadcs coesivas 


Ligar um “adaptador” a esses finals coesivos que apre sente um sitio para oligonucleotideos c para uma nova enzima que vai 

cortar a molccula -10 bases a frente do sou sitio de rcstri^ao* formando uma etiqueta 


Combinar as ctiquetas duas a duas T formando uma unidadc, uma dietiqueta (ditag) 


Amplificar as dictiquotas por meio de PCR 


Remover os adaptadores e unit as dietiquetas, formando os concatameros 


Cionar os concatameros cm baeterias 


Scquenciar os concatameros 


Utilizer nm software para identificar e contar as etiquetas 
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- AAAAAA 

-M - TTTTTT 





GTAC 


—- AAAAAA 



AAAAAA 

r^i r^i 1 



AAAAAA 
TTTTTT ^ 




GTAC 


AAAAAA 



0 mRNA 6 llgado aos ollgo (cfT)s 
blotinlJados e assoclados aos beads 
magnettcos eobertos por streptavldina, 
0 RNA poll (A) 4 capturado e o cDNA € 
sintebzado 


0 cDNA flta~dupJa £ digerido com a 
enzlma 8ncora (geralmente Mailt), a 
qual diva os transcritos, deixando a 
porgao mais 3' Hgada aos beads 


GTAC 


AAAAAA 
TTTTTT ~^r 



adaptador A 


CATC 


««*!»** *+- 



0 final coesivo 5 f deixado pel a enzlma 
£ncora (Main) £ usado para a Ilga^So 


AAAAAA 
tttttt -^ 


»-© 



adaptador A 


CATG 



AAAAAA 

TT T "X 1 ""X r X 1 T 




A enzlma BsmFI ou Mmel (para 
LongS AGE), reconhece o seu sitlo de 
restrlgio presente nos adaptadores (A e 
B) e diva o cDNA 10-14 bp downstream 
ao sitlo de reconbedmento, liberando 
os beads magnettcos e uma tag com 
aproximadamente 50 pb («40 pb do 
adaptador * ^10 pb da tag) 


atfaptddorA 


CATG 


-GTAC 


adaptador 8 


L 


Ditag 


t 


CATG xxxxxxxxxx ranmnr y u CATG xxxxxxxxxx yywyyy yvy 

XXXXXXXXXXYYYYYYYYYY GTAC XXXXXXXXXXYYYYYYYYYY GTAC 

I_I_I I_JL_I 

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 


As tags s5q unidas aos pares, formando 
ditags (~100 pb*) e s§o ampllffcadas 
por PCR 


Uma nova digestSo com NtalU libera 
os adaptadores e as tags, agora com 

fv26 pb 


C1T GXXXXXXXXXXYY ¥Y YY YY YY CXTOXXXXXXXXXXY YY YYYY YYYCXTGXXXX XX XX XX YYYY YYYYYY 

XXX XX XXXXXYYYYYY YYYY TTACXX JUIXXXXXXYYY YYYY YY YGTJkCXXJtXXXXX XX YYYY YYYY YYG TAC 


As ditags com ~26 pb sSo unidas 
umas as outras, formando os 
concatSmeros que serSo ctonados e 
sequendados 


s 


Figura 12.2 - Esquema re su mi do dos procedimentos realizados durante a construfao de uma biblioteca de SAGE (mod die ado de 1- 
SAGE J M K it, Invitrogen" 1 M ). 
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quetas permite a analise serial dos transcritos aumentan- 
do sigruficativamente a eficiencia da analise base ad a em 
sequenciamento. Os concatameros de etiquetas sao sub- 
clonados em um vetor e servem como excelentes moldes 
para o sequenciamento automatic^. Consequentemente, 
uma unica reagao dc sequenciamento podc forncccr in¬ 
formant) de 20 a 35 genes dife rentes. Um experimento 
de SAGE tipicOj com a produ^ao de 50,000 etiquetas, rc- 
quer o sequenciamento dc 2.000 clones dc concatameros, o 
que tem sido considerado urn nurnero de deteeqao sensivel 
para a maior parte dos genes diferencialmcnte regulados. 
Porem, esse numero varia de a cor do com o tamanho do 
transcriptoma a ser analisado* (3) O nfvel de expressao de 
um dado transcrito e diretamente proportional ao numero 
de vezes que sua respective etiqueta e observada na conta- 
gem final. 

Com a utiliza^ao desta tecnica por divers os grupos, 
os dados de SAGE podem ser utilizados para a constni- 
^ao de ban cos de dados cumulativos e, por meio da bio- 
informatica, transcritos como um padrao de expressao 
particular podem scr identificados e avaliados quanto a 
sua possfvcl expressao diferenciah 

Modifica^oes da Tecnica de SAGE 
Original 

Atualmente existem algumas modifica^oes da tecni¬ 
ca de SAGE desenvol vidas principal me nte para de di mi¬ 
ni] ir a qtiantidadc dc RNA necessaria para a constru^ao 
da bihlioteca, para aumentar o tamanho dos concatame- 
ros (ou a quantidade media dc etiquetas clonadas por ve¬ 
tor) ou ainda para aumentar o tamanho das etiquetas. O 
“micro-SAGE", uma modificagao para sc aplicar SAGE 
em situates em que temos quantidades limitadas de 
material inicial (D at son et ah, 1999), Virion et al. (1999) 
propuscram uma adapta^ao capaz dc reduzir L000 vezes 
a quantidade de material inicial, capturando o mRNA 
diretamente dos extratos de tubulos renais microdisse- 
cados. Vilain et ah (2003) desenvolvcram um nictodo 
alternative capaz de gerar bibliotecas de SAGE a par- 
tir dc 2.500 celulas (~50 ng dc RNA total) por mcio da 
amplifica^ao de pequenos fragmentos de mRNA (http:// 
www-dsv.cca.fr/thcma/gct/sadcbtml). O rncsrno grupo 
dc pc squ is adores que dcscnvolvcu a tccnica dc SAGE 
criou tambem o /orag-SAGE, no qua! alterava-se a enzi- 
ma Bsm h i por Mme I, gcrando assim etiquetas maiorcs, 
de 21 bp (Saba et al., 2002). Matsu mar a et al. (2003) 
utilizaram uma enzima dc restri^ao tipo ITT (EcoPLSI) 
isolando fragmentos de 26 bp e denominaram o proce¬ 
di me nto de Super-S AGE, Segundo os auto res, essa va- 
ria^ao da tecnica permitiu uma rapid a identificafao dos 
genes com expressao alterada. 


A escolha do m etc do, contudo, depende dos ob- 
jetivos esperados com a constru^ao de uma biblioteca 
de SAGE, e esses devem ser discutidos previamente a 
aquisi^ao dos reagentes. 

SAGE “ Procedimento Experimental 

O procedimento descrito a seguir e base ado no kit 
1 — SAGE™ Kit (T5000-01, T5001-01), registrado e 
distribuido pel a empresa Tnvitrogen™ Corp. (Carlsbad, 
CA, EUA), no qual sao geradas etiquetas de 14 bp. 
Apresentamos o proto colo con forme foi utilizado com 
succsso por nos so grupo, detalhando os passes mais im¬ 
portant^ c indicando altera^oes que introduzimos no 
pro to colo original {version B). 

Observances 

Os termos 100 bp e 26 bp ditags re fere m ao tamanho 
da ditag, porem, o valor real da ditag de 100 bp pode variar 
de 102 a 106 bp, dependendo do tamanho do adaptador e 
das Tags. Pelo mesmo motive, o tamanho da ditag de 26 
bp pode variar de 26 a 30 bp, sendo que a BsmE T diva 
em media 14 ou 15 bases (a 65°C) a frente {downstream) 
do seu sitio de restri^an* Os Lt nomes” das ditags (100 bp 
ou 26 bp) sao base ados na tecnica de SAGE™ original, 
na qual era utilizada a enzima Fok 1 (que criava uma tag 
de 9 bp), agora substituida pela enzima BsmEl (cria uma 
tag de 14-15 bp) ou pela enzima Mme 1 no Zc??ig-SAGE, 
a qual libera uma tag com 17 a 21 bp. 

Metodologia 

Equipamentos e Reagentes Necessarios 

Estante magnetica 
Micro centrifuga 
Vortice 

Aparato para eletro+orese em gel dc agarose 

Aparato para cletrotorese em gel de acrilamida (15 x 17 

cm) 

TRE sample buffer (tampan dc corrida) con cent rado 6 X 
f BE concentrado 1* [Tris-HCl a 90 mM, acido borico 
a 90 mM e EDTA 2 mM (pH 8,0)] 

Termociclador 

Platinum Taq DN A polimerase 
Taq DNA polim erase 

Ponteiras para micropipetas corn barrelras (para todos 
os pro cedi mentos) 

Etanol 70% e 100% 

Fenol: cloroformio: alcool isoamilico (25:24:1) 

Ag o a livre de RNase (tratada com in ibid or de RNase, 
por exemplo dietilpirocarbonato - DPEC) 
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Eletroporador 
Fluxo laminar 1 
Fluxo laminar 2 
Ban It os-maria 

Centrifuga para tubos de 50 mL 
Tubos de 50 mL 

Microtubos siliconizados livre de RNase^re^ de 1,5 mL 

Dia 1: Preparando o cDNA (10-12 horas) 

A fa se individual do proce sso envolve a ligapao do 
mRNA as esferas magneticas/sintese dc cDNA e liga- 
£ao dos adaptadores ao cDNA (Quadra 12.5), etapas 
descritas a seguir, 

Reagentes do modulo cDNA synthesis (1 A) — nian¬ 
ti dos a 4°C, 

Preparando as esferas-oligo(dT) 

1. R essusp e nder compl eta e suave me n te G s oligo s(dT) - 
esferas (bata no tubo com o dedo - nao misture por 
meio de pipe t age in) e transfir a 100 pL para um mi- 
crotubo de 1,5 mL siliconizado livre de RN ase. 

2. Coloque o microtubo na estante magnetica durante 
1-2 minutes e cuid ado same nte remova e descarte o 
sobrenadante, 

3. Lave as esferas uma vez ressuspendenda-as em 500 
pL de tampao dc lisc c ligacao (fysis/binding buffer) 
(item 5. Solubles) eomo descrito a seguir (se houver 
um prccipitado ncstc tampao, aque^a-o a 37°C para 
dissolver o preeipitado). 


Quadro 12.2- Lavatido a.s esferas. 

A. Coloque o tubo na cstante magnetica durante 
1.-2 minutos. Coloque a pontcira no fundo do tubo 
euidadosamente atraves do lado oposto das esferas. 
Vagarosamente, remova e descarte o sobrenadante. 

B. Adicionc o volume apropriado dc tampao. 

C. Remova o tubo da cstante c misture o conrcu- 
do do tubo batendo nele com o dedo. 

D. C entri fugue breve men te para coletar todas as 
esferas* 

E. Retorne o tubo para a estante magnetica du¬ 
rante 1-2 minutes e remova o sobrenadante. 

F. Repita os passos 2-5 ate que toda a lavagem 
esteja compieta (o numero de lavage ns varia e es- 
tara descrito em cad a item). 

G. Apos a ultima lavagem, ressuspenda as esferas 
no tampao apropriado (item 5* Solu^oes). 


Ltgando o mRNA a esferas magnetkas (beads) 

4. Prepare a amostra de RXA para ligar as esfe¬ 
ras. Ajuste o volume do RXA total (25-50 jig) on 
mRNA (50-100 ng) para 1 mL com o tampao dc 
lisc c ligacao (item 5. Solu^ocs). 

5. Coloque o tubo com as esferas lavadas na cstante 
magnetica durante 2 minutes e retire o sobrenadan¬ 
te euidadosamente. Adic.ione imediatamente toda a 
mistura RNA + tampao ao tubo com as esferas (as 
esferas nao podem secar). 

6. Misture as esferas e a amostra de RNA + tampao 
por mcio dc um vorticc lento ou cm uma plataforma 
com agitafao inter mite nte durante 30 minutos em 
temperatura ambiente. 

7. Coloque o tubo na estante magnetica durante 2 
minutos e retire o sobrenadante euidadosamente. 
Aque^a-os em banbo-maria a 37°C e 42°C. 

8. Lave as esferas 2 vezes com 1 mL de tampao de 
lavage m A (item 1 * Solute cs) (con for me descrito no 
quadro 12.2). 

9. Lave as esferas 1 vez com 1 mL de tampao de la¬ 
va gem B (item 2, Solu0es) (conferme descrito no 
quadro 12.2), 

10* Lave as esferas 4 vezes com 100 pL dc tampao da 
primeira fit a {first strand b uff er) eoncentrado l x , co- 
locando o tubo na estante magnetica durante 1-2 mi¬ 
nutes, removendo o sobrenadante entre as lavagens. 
Na quarta lavagem, nao remova o sobrenadante. 

Sintettzando o cDNA 

Linhasgerais- sintciizar o cDNA usando mRNA 

ligado as esferas magneticas como molde com a trans¬ 
criptase reversa (RT) Super Script 1L 

A Reagentes do modulo sfntese de cDNA {cDNA syn- 
tesis) (IB) - (mantidos a —20°C). 

Sfntese da primeira fiia de cDNA 

11, Antes de remover o sobrenadante, apos a 4 a la¬ 
va gem, prepare a mistura da rea^ao de sintese da 
primeira fita de cDNA {first strand cDNA synthesis 
reaction) (no gelo): 


Tampao da primeira fita eoncentrado 5*.IS pL 

a. sC L ,,ii.,+,, *+*-++,-+.*+«■*,.11 p I 

~r r 

Agua ultrapura tratada com DEPC.. 54,5 pL 

0 -j 1 l JV j_ ^3 j_ I ■iiriii'iriii'iti+ira+itTi'ri'itii'i'iTg'iiTii-titiri'iTiiiiiiii ^ 1 l *' 

dXTP mix (10 mM cada)............................ 4,5 pL 

i 11 ■ ■■ ■ ■■ ■ ■ r ■ r n ■ ■■■ ■ ■ ■■ ■ n ■ ■ ■ ■ ■ ■■ ■ trial a a a a a r a ri a a a a a ana L) / |_J. ^ ■ 
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12. Coloque o tubo na estante magnetic a durante 1-2 
minutos, remova o sobrenadante e imediatamente 
adidone a mistura (87 pL) da reapao de sintese do 
cDNA. 

13. Retire o tubo da estante e misture gentilmente ba¬ 
te ndo no tubo com o dedo. 

14. A seguir, coloque o tubo a 37 y C durante 2 minutes 
para equilibrar os reagentes. 

15. Adicionc 3 pL da transcriptase reversa Super Script 
II. Misture e in cube a 42 C5 C por 1 bora. Misture de~ 
licadamente a cad a 10 minutos em urn vortice lento. 
Enquanto is so, cquilibrc um banho-maria a 16°C c 
aquepa outro a 75°C, 

1b. Coloque a reapao de primetra fit a no gelo e siga para 
a sintese da segunda fita de cDNA {second strand 
cDNA synthesis)* 


Suitese da segunda fita de cDNA 


17, Adicionc os seguintes reagentes para a sintese da se¬ 
gunda fita ao tubo (no gelo) eontendo os 90 pL da re¬ 
apao da primeira fita (adicione a E . colt DNA ligapao, 
E. call DNA polimerase e E, coli RNase H no final): 


i* 

Agua ultrapura tratada com DEPC ............465 pL 

Tampao da segunda fita conccntrado 5x.150 pL 

dNTP mix (10 mM cad a)........15 pL 


E. 

E. 

E. 


colt DNA ligapao....5 pL 

coli DNA polimerase.................................20 pL 

co1 1 1^ "bJ as e I*Ij-x 1. 


18. Misture os reagentes por meio de vortice e centrifu¬ 
gue o tubo brevemente. 

19. Incube a reapao a 16°C por 2 boras. Rcssuspcnda as 
ester as agitando suave m ente a cad a 10-15 minutos. 

20. Coloque o tubo no gelo e adicione 45 pL de EDTA 
Q ? 5M a para parar a reapao. 

21. Prc-aquepa o tampao de lavagem C (item 3.. Solu¬ 
pbes) a 75"C. 

22. Coloque o tubo na cstantc magnetica durante 1-2 
minutos e remova o sobrenadante alidades amente. 
Adidone 750 pL de tampao de lavagem C (ver item 
3 h Solupbes) aquecido para inativar a E , coli DNA 
polimerase, 


jt* 

Nola: E muito dif id l inativar e retirar a E. coli DNA 
polimerase , especialmente quando aprotetna se encontra 
ade.rida nas esferas, A ativida.de exonucledsica desta 
enzima pode interferir nas recedes subsequentes > resul¬ 


tan do em digestao incompleta da enzima NIa III apos o 
passo de Se ale-up PGR. Recomenda-se a inativacdo da 
enzima imediatamente apos a suitese de cDNA e apos a 
digest do com enzima Nla TIE adicionando tampao de 
lavagem C (item 3. Solupbes) e aquecendo. 

23. Misturebem e aquepa a amostra a 75°C durante 10- 
12 minutos agitando intermit ente me nte para inati¬ 
var compietamente a polimerase. Coloque o tubo 
na estante magnetica durante 1-2 minutos. Remova 
o sobrenadante e lave novamente com 750 pi, de 
tampao de lavagem C (ver item 3. Solupbes). Fapa os 
passos dc lavagem rapidamente para evitar a prccipi- 
tapao de SDS, o qual pode Aapturar” as esferas. 

24. Lave 4 vezes com 750 pL de tampao de lavagem 
D (item 4. Solupbes). Ressuspendidas no tampao D 
(item 4. Solupbes) apos a 45 lavagem, remova 2-3 
pL da amostra para verificar a sintese do cDNA e 
armazenc a 4°C ate que esteja tudo pronto para re - 
alizar a PCR. Coloque o tubo na estante magnetica 
durante 1-2 minutos e remova o sobrenadante cui¬ 
dadosamente. 

25. Adicione 200 pL do tampao de lavagem D (item 4. 
Solupbes) conccntrado l x ao tubo e ressuspenda as 
esferas suavcmcntc. Transfira o contciido do tubo 
para um novo tubo dc 1,5 mL para evitar qualqucr 
trapo dc atividadc cxonuclcasica da E. coli DNA po¬ 
limerase. Se as esferas fie are m aderidas nas paredes 
do tubo, re tire-as gentilmente usando umaponteira. 
Lave o tubo anti go com 200 pL do mesmo tampao 
c transfira o contciido para o novo tubo con ten do o 
restante da reapao. 

26. Coloque o tubo na cstantc magnetica durante 1-2 
minutos. 

27. Remova o sobrenadante c dcscartc-o, Adidone 200 
pL do tampao de lavagem 1) conccntrado lx (item 
4. Soluebcs). 

Ohs.:Mantmha as esferas no tampao dc lavagem (item 4. 
Solufdes) a 4° Cate que se tenha o result ado da PCR (Qua¬ 
dra 12.3) epossaprosseguirpara a digestao com N/a III. As 
esferas podempermanecer neste tampao overnight. 

Digerindo o cDNA com Nla III 

Li nil as gcrais — urn a vez que a sintese do cDNA es¬ 
teja complcta e sua integridade vcrificada, clive o cDNA 

com a enzima ancora, Nla 111. 

A reagentes do modulo diva-gem —mantidos a -20°Cj 

A reagentes do modulo Nla 111 —mantidos a -80°C; 

A estabilize um banho-maria a 37°C. 
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lavando o tubo 3 vezes com 750 pL de tampao de 
lavagem C aquecido (item 3, Solu^bes). 

33. Lave as esferas 4 vezes com 750 pL de tampao de la¬ 
vage m D (item 4, Solubles). Apos a ultima lavagem, 
ressuspenda as csfcras cm 750 \xh dc tampao dc lava- 
gem D (item 4. Solu^ocs). Reserve 2-3 pL da amostra 
para PCR a dm de determinar a efieiencin. da diges- 
tao da NIa III c mantenha a amostra a 4°C ate que se 
esteja pronto para rcalizar a PCR (Quadro 12,4). 

34. Colo que o tubo na estante magnetica durante 1-2 
minutes e retire o sobrenadante cuidadosamente. 

35. Lave as csfcras 2 vezes com 150 pL dc tampao dc li- 
ga^ao conccntrado lx (ligase buffer). Apos a lavagem 
final, ressuspenda as esferas em 100 pL do inesmo 
tampao e divida a amostra igualmente em 2 tubos 
novos (A e B), 

36. Lave os tubes A e B contendo os beads mais uma 
vez com tampao de liga^ao conccntrado lx (ligase)* 


Quadra 12.3 - Verifkando a sfnrese de cDNA (pode-se fazer na dia 2). 

A PCR pode ser feita para verificar a siutese de cDNA quando estiver utilizando amostras de RNA humano. Se estiver 
usando RNAde outras fontes, utilize urn rtVde oligonucleotide os apropriado. Se nao ho uver tempo suficiente para com- 
plctar a PCR, pode-sc fazer no dia 2 ou dia 3. Analisar 10 pL da rca^ao usando clctroforcsc cm gel dc agarose. 


Reagentes 

GAPDH 

EF 

Tampao BV conccntrado 10x 

2,5 pL 

2,5 pL 

DM SO 

1,5 ML 

1,5 (-iT- 

dNTP mix (lOtnM cad a) 

2,5 pi. 

2,5 

GAPDH primer set 

2 pL 

— 

EF primer sense 

— 

1 pL 

EF primer antisense 

— 

1 pL 

Tag DNA polimerase 

0,5 u L 

0,5 i lL 

Agua ultrapura tratada com DEPC 

16 jj.L 

16 p L 

Amostra (item 24) 

0,5 uL 

0,5 pL 


Ciclos de PCR 
95 a C - 2 minutos 

95°C - 1 minuto; 55°C - 1 minuto; 72°C - 2 minutos (30 ciclos) 

72°C — 5 minutos 
4°C oc 

Resultados esperados: apos a eletroforese em gel de agarose, deve-se observar uma band a de 540 bp^ amplificada pe- 
los oligonucleotide os dc GAPDH, c uma band a dc 350 bp, amplificada pclos oligonucleotide os (EF primer seme e EF 

antisense primer). Apos a digestao com NIa 111, os sitios para a os oligonucleotfdeos de GA PDH sao perdidos e nao ha 
amplificada o, enquanto os sitios dos oligonucleotide os de EF continuant intactos. 


28. Coloque o tubo na estante magnetica durante 1-2 
minutos e rctnova o sobrenadante, 

29. Ressuspenda as esferas na seguinte reapao: 

LoTE (item 6. Soluqoes)...172 pL 

BSA conccntrado 100 x .. 2pL 

Tampao D (item 4. Soluqoes) Conccntrado IQx 20pL 

NIa Til.. 6pL 

Total 200pL 

30. Incubc a 37°C durante 3 boras. Agitc ocasional- 

mente batendo no tubo com o dedo. 

3L Coloque o tubo contendo o tampao de lavagem C 
(item 3. Solupoes) em ban ho-maria 37°C para pre- 
venir a precipita^ao do STDS. 

.32. Quando a reaqao estiver completa, coloque o tubo 
na estante magnetica durante 1-2 minutos e retire 
o sobrenadante cuidadosamente. I native a NIa III 
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Res suspends as ester as em tampao ligafao concen- 
trado lx (Hgase) e proceda rimed iatamente a rea^ao 
de liga^ao (Jigase) dos adaptadores {ligating adapters 
to the cDNA) (Quadro 12*5)* 

Ligando os adaptadores ao cDNA 

Liubas geraig — apos digerir o cDNA com Nla III, 
ligue os adaptadores de 40 bp com uni sitio de restri^ao 
para a enzima tipo IIS, BsmF I, 

A rcagcntcs do modulo dwagem - mantidos a -20°C; 
A c stabilize cm banho-maria a 16°C; 

A aque^a em banho-maria a 5Q°C + 

37, Coloque o tubo na estante magnetic a durante 1-2 
minutes e retire o sobrenadante cuidadosamente. 

38, Adicionc os seguintes rcagcntcs as esleras (no gclo): 


R cagen tc 

Tubo A 

Tubo R 

cDNA ligado as esferas 

esferas 

esferas 

Adapted or A (20 ng/pL) 

1,5 pL 


Adaptador B (20 ng/pL) 

— 

1,5 pL 

LoTE (item 6. Solu^ocs) 

14,0 fiL 

14,0 nL 

Tampao dc ligase 
concentrado 10* 

2,0 pL 

2,0 qL 

Total 

17, 5 |±L 

17,5 |aL 


39. Ressuspenda as esieras batendo no tubo com o dedo. 
Aque^a os tubes por 2 minutos a 50°C. 

40. Eslric os tubos em temperatura ambiente durante 
15 minutos e resfrie as amostras no gelo. 

41. Adicione 2,5 pL de T4 DNA ligase e misture bem. 

42. Incube por 2 boras a 16°C. Misture a cada 10-15 
minutos batendo no tubo com um dedo. 


Quadro 12.4 - Verificarido a digestiio com Nla III (pode-se fazer no dia 2). 

A PCR pode ser feita para veriftcar a eficiencia da digestlo com Nla 111 quando estiver utilizando amostras de RNA 
liumano. Sc estiver usando RNA dc outras fontes, utilize um conjunto dc oligonuclcotidcos apropriado. Sc nao houver 
tempo sudeiente para completar a PCR, pode-se fazer no dia 2 ou dia 3, Analisar 10 pL da rea^ao usando eletroforese 
em gel de agarose. 


Reagentes 

GAPDH 

EF 

Tampao BV Concentrado 10* BV 

2,5 pL 

2,5 jiL 

DM SO 

1,5 pL 

1,5 qL 

dNTP mix (10 mM cada) 

2,5 pL 

2,5 qL 

GAPDH primer set 

2 pL 

— 

EF primer sense 

— 

1 qL 

EF primer antisense 

— 

1 qL 

Taq DNA polimerase 

0,5 qL 

0,5 qL 

A gua ultrapura rrafada corn DKPC 

16 qL 

16 qL 

Amostra (do item 33 acima.) 

0,5 qL 

0,5 qL 


Ciclos da PCR 
95 -2 minutos 

95 °C -1 minuto; 55-1 minuto; 72° C -2 minutos (30 ciclos) 

72"C -5 minutos 
4"C x 

Resultados esperados: a digestao efiriente com Nla 111 resulta na perda dos sitios para os oligonucleotfdeos de GAPDH 
e nao ha amplifica^ao, en quanto os sitios dos oligonucleotide os de EF continuam intactos. 
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Quadro 12.5 -Liga^au dos adaptadores ao cDNA. 


Os adaptadores A e B 


Os adaptadores c on tern um sitio para a enzima de reslyripao lipo 11S {Bsm F 1) proximo ao final eoe- 
sivo 3 5 completnentar ao sitio de reeonheeimento da Nta III* alem de sitios para os oligonueleotideos 
DTP-1 e DTP-2. O final 3' dos adaptadores sao modificados com um gmpamento amino para evitar a 
liga^ao a eles mesnios. 




sitio da 

final coesivo 


oligonucleot ideo DTP4 

da BsmF 1 

CATG 

r — 

> 

/ \ 

y 


Adaptador A tttggatttgctggtgcagtacaactaggcttaataggga catg 3' 

3'amino CCTAAACGACCACGTCATGTTGATCCGAATTATCCCTPO 4 5' 


aitio da final coesrvo 

oligonucleot idea OTP- 2 da Bsm FI C ATG 

r \ ( -\ / 

AdaptadorB 5* tttctgctcgaattcaagcttctaactaggcttaataggga catg 3' 

3'amino GACGAGCTTAAGTTCGAa.GATTGATCCGAATTAT'CCCTPO, 5' 


(Modiiicado dc I-SAGB™ kit, Invitrogcn™) 


43. Lave cada tubo 4 vezes com 500 pL de tampao de 
lavagem D (item 4. Solutzoes). Durante a 4 n lava- 
gem y ressuspenda as esferas cm tampao dc lavagem 
D (item 4. Solu^ocs) c remova 2-3 pL da amostra de 
cad a tubo para a PCR a fim dc vcrificar a cfidcncia 
da Lgayao. Mantenha a amostra a 4°C ate que se 
esteja pronto para realizar a PCR (Quadro 12.6). 

44. Coloque o tubo na estante magnet lea durante 1-2 
minutos e retire o sobrenadante cuidadosamente. 

45. Lave cad a tubo 2 vezes com 200 pL dc tampao D (item 
4. Solu^oes) eoncentrado lx. Ressuspenda as esferas 
em tampao D (item 4. Solu^oes) eoncentrado lx. 

Obs.: Pode-se estoear as esferas a 4 U C overnight. No 
proximo dia, vortice suave me nte as amostras e pro- 
ceda a clivagem com BsmF 1 (cleaving with tagging 
enzyme), 

Dia2: Preparando as Dietiquetas 
{ditags ^ ~6 horas) 

Geran do as etiquetas 

Linhas gerais - a clivagem dos produtos de liga^ao 
com uma enzima etiquetadora {tagging enzyme) # BsmF 1, 


resulta na libera^ao dos adaptadores juntamente com um 
pequeno peda^o de eDNA (etiquetas) das esferas. 

J banho-maria a 16°C> 37°C e 65°C 
J gclo scco; 

^ etanol 70% e 100%; 

7 reagentes do modulo clivagem - mantidos a 
-20° C. 

Digestdo com BsmF I 

1. Coloque os mb os na estante magnetica durante 1-2 
minutos e retire o sobrenadante cuidadosamente. 

2. Adidone os seguintes reagentes a cad a um dos dois 
tubos: 

LoTE (item 6. Solu£oes). + . t . +t . t+ . t . ++ . ++ . t . t ., t . + .. t 174 pL 
Tampao D eoncentrado 10 x (item 4. Solu^oes). 20 pT, 

B S A co nee ntr a do 10 0 x ....... >. 4pL 

Total 19S pL 

3. Pre-incube os tubos a 65-C durante 2 minutos para 
equllibrar. 

4. Adidone 2 pL de BsmF 1 a cad a um dos tubos e 
mdsture bem batendo nos tubos com o dedo. 
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Qiliulro 12,6 - Veriikando a liga^ao dos adaptadores (pode-se fazcr no dia 2), 


A PCRpodc ser fcita para, vcriliear a cficiencia da ligaqao dos adaptadorcs quando cstiver utilizando amostras de RNA 
hu mano + Se estiver us an do RNA de outras fontes, utilize urn conjunto de oligonucleotide OS apropriado* Se nao bouver 
tempo suficiente para completar a PCR, pode-se fazer no dia 2 ou dia 3. Analisar 10 pL da rea^ao us an do eletrofbrese 
em gel de agarose. 


Rcagentes 

Tubo 1 

Tubo 2 

Luba 3 

Tubo 4 

Tampao BV concentrado IQ* 

2,5 pL 

2,5 pL 

2,5 [iL 

2,5 pL 

DM5 O 

1*5 pE 

1,5 pL 

1,5 pL 

1,5 pL 

dNTF mix (10 mM cad a) 

2,5 pL 

2,5 (iL 

2,5 nL 

2,5 pL 

DTP-1 

1 r 0 pE 

1,0 pL 

— 


DTP-2 

— 

— 

1,0 (iL 

1,0 nL 

EF primer antisense 

1,0 |iL 

1,0 nL 

1,0 pL 

1 T 0 pL 

Taq DNA polimerasc 

0,5 pL 

0,5 pL 

0,5 pL 

0,5 pL 

Agua ultrapura tratada cum DEPC 

16,0 pL 

16,0 (J. 

16,0 (jL 

16,0 pL 

Amostra do tubo A (irem 43 acini a) 

0,5 pE 

— 

0,5 pL 

— 

Amostra do tubo B (item 43 acima) 

— 

0,5 pL 

— 

0,5 pL 


Ciclos da PCR 


95 °C - 2 minutos 


95 °C - 1 minuto; 55 °C - 1 minuto; 72°C - 2 minutos (25-30 ciclos) 
72 °C - 5 minutos 


4°C oc 


dtp.i 


adapt ador A 


EF anfeere-e 


AAAAAA 

TITTIT 



DTP-2 




EF arr&seree 


nuii 

TTTTTT 



Resultados esperados: apos a liga^ao (passo 43), uma allquota e removida para se verificar a eficiencia da reagao. Uti¬ 
lizando-se os oligonucleotideos DTP-1, DTP-2 e EP antisense na PCR, uma rea^ao de ligacao dos adaptadores bem- 
sueedida vai produzir uma bands. dc 350 bp com a dupla dc oligonudeotldeos apropriada (para o adaptador A: DTP-1 
+ E-K antisense^ para o adaptador B: I 7 f P-2 + EE antisense). 


5. Tncube a 65°C durante 1 bora misturando os rea¬ 
gent es (batendo no tubo com um dedo) ocasional- 
mcnte, 

6. Coloque os tubes na estante magnetica durante 1-2 
minutos e retire o sobrenadante cui dados am ente e 
transfira-os para do is microtubos novos. Nao des- 


carte o sobrenadante. As etiff net as estao presentes no 
sobrenadante apbs a digestao com BsmV L 

7, Ressuspender as esferas em 500 pL de tampao de la¬ 
vage m D (item 4. Solucoes) para PCR (Quadro 12.7), 
Se nao hoover tempo para real tzar a PCR, as ester as 
podem ser estocadas a 4°C. 
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Quadro 12,7- Veriiicando a digestao com BsmF I. 


A PCR podc ser feita para verificar a efidcncia da digestao com BsmV I quando estiver utilizando amostras dc RNA 
humano. Se estiver usando RNA de outras fontes, utilize um con]unto de oligonucleotideos apropriado. Apos a digest ao 
corn EsmV I, as eriquetas estarao presenter no sobrenadante e a amplifica^&O da amostra (esferas) com os oligonucleotide¬ 
cs DTP-1 ou DTP-2 e EF antisense nao deve produzir nenhuma ban da, ja que os sitios de Ilgacao dos oligonucleotide os 
sao perdidos apos a clivagcm. Estc passo dc PCR podc nao dcccctar problcmas satis na digestao com BsmY I. Sc vocc 
nao fez as realties dc PCR an ter lores, el as podem ser feitas agora (verificando a sintese de cDNA y a digest do com Nk III, a 
Bgafdo dos adapt adores c a digestao com BsmF I). Analisar 10 pi, da rca^ao usando elctrotorcse cm gel dc agarose. 

Lave as esferas do pas so 7 com 500 pL de. tampao dc lavagern D (ver item soluyoes) antes da PCR. 


Reagentes 

Tubo 1 

Tubo 2 

Tubo 3 

Tubo 4 

Tampao RV concentrada 10 x 

2,5 pL 

2,5 pL 

2,5 pE 

2,5 pE 

DM SO 

1,5 pL 

1,5 pL 

1,5 pL 

1,5 pL 

dNTP mix (10 mM cada} 

2,5 pT, 

2,5 pL 

2,5 pL 

2,5 pL 

DTP-1 ou DTP-2 

1,0 nL 

1,0 pL 

1,0 (iL 

1,0 j.lL 

EF primer anttsense 

1,0 pL 

1,0 pL 

1,0 pL 

1,0 pL 

Taq DNA pollmerase 

0,5 (iL 

0,5 pL 

0,5 pL 

0,5 pL 

Agua laltrapura tratada coin DEPC 

16,0 pL 

16,0 pL 

16,0 (iL 

16,0 pL 

Amostra do tubo A (item 7 acima) 

— 

— 

0,5 pL 

— 

Amostra do tubo B (item 7 acima) 

— 

— 

— 

0,5 pL 

Amostra do tubo A (item, 43 acima) 

0,5 pL 

— 

— 

— 

Amostra do tubo R (item 43 acima) 

— 

0,5 pL 

— 



Cidos da PCR 
95"C — 2 minutos 

95°C - 1 minuto; 55°C - 1 minuto; 72°C - 2 minutos (25 cidos) 
72°C — 5 minutos 
4"C OC 

DTP-1 


EF afttfserBe 

DTP-2 


E F awtfewree 




Result ados es per ados: Nao deve ser obtida nenhuma amplifica^an. 
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Precipita$ao com etanol 

8. Adirionc o mcsmo volume dc fcnol/cloroformic a 
cada sobrcnadantc do item 6, 

9. Misturc bem c ccntrifugue na velocidade maxima 
durante 5 minutos cm temperarura ambicntc. 

10. Transfira a fase aquosa (superior) (200 pL) para um 
tubo de mi croce ntrifuga novo. 

11 * Adicione 133 pi, de acetato dc amdnio a 7,5 M, 
3 pL de glicogenio de mexilhao {mussel glycogen) c 
1.000 pL dc etanol 100% . Misture vigorosamente* 

12* Coloquc no gelo scco durante 10 minutos c ccntrifu- 
guc na velocidade maxima durante 30-40 minutos a 
4°C. 

13, Rem ova o sobrcnadantc cu idado samenfc c dcscartc-o 
(sem tocar no prccipitado). 

14, Lave o prccipitado 2 vezes com 500-1000 pL dc 
etanol 70%. 

15. Apos a lavagem final, centrifugue novamente para 
cole tar qualquer residue minimo de etanol. 

16. Rernova o residue de etanol cuidadosamente com 
uni a pipeta e deixe o prccipitado secar durante 5-10 
minutos, 

17* Rcssuspenda cada prccipitado cm 10 pL dc LoTE 
(item 6. Solu0cs) c incubc a 37 n C durante 3 minu¬ 
tos (para ajudar na solubiliza^ao)* Proccda a rca^ao 
da enzima Klenovs (klenow reaction) imediatamente* 

Ligando as etiquetas para criar as ditags 

Liubas gerais— apos a digestao com BsmF T, as eti¬ 
quetas sao submetidas a uma rea^ao da enzima Klenovs 

para completar o final 5’. As etiquetas sao entao ligadas 

para form a r as 100 bp ditags. 

Rea^ao Klenovs 

A banho-maria a 37°C e 16°C; 

A gelo seco; 

A etanol 100% e 70% (gelado); 

A oleo mineral; 

A reagentes do modulo foimapao de dietiquetas - 
(man tides a — 20°C)* 

18. Adicione os seguintes reagentes aos tubos A e B 


con ten do 10 pL de amostra: 

Tampao Klenovs concentrado 10x ..,..,,,,.5,0 pL 

ESA concentrado 100 x ......1,0 pL 


dNTP mix (lOmM cada). 2>5 pL 

y 

Agua ultrapura tratada com DEPC.*30,5 pL 

Klenovs polimerase..*.*,*,.*.*.,****.* .,1,0 pL 

Total 50,0 pL 

19, Misturc bem c incubc a 37°C durante 30 minutos. 

20. Fa^a um pool das ditags transferindo os 50 pL do 
tubo A para o tubo E (100 pL do total). Lave o tube 
A com 200 pL dc LoTE (item 6. Solu^oes) e trans- 
fira para o tubo E ? aumentando o total para 300 pL. 

Precapitaf do com etanol 

2L Adicione o mesmo volume de fenol/cloroformio 
(300 pL) ao sobrcnadantc do item 20. 

22, Mi store bem e centri fugue na velocidade maxima 
durante 5 minutos etn temperatura ambiente* 

23, Transfira a fasc aquosa (superior) (300 pL) para um 
tubo dc microcentrifuga novo, 

24* Rcmova 100 pL da fasc aquosa do item anterior para 
outro tube que sera usado como controlc negativo (sem 
ligase) . Adicione 100 pL dc agua ultrapura tratada com 
DEPC ao controlc negativo para atingir um volume 
final dc 200 pL* 

Gbs.: sc estiver construindo duas bibiiotccas dc 
SAGE,podcm-sc misturar os dois controlcs negati- 
vos, a fim dc atingir um volume igual a 200 pL* 

25. Adicione 133 pL dc de acetato de amonio a 7,5M, 
3 pL glicogenio c 1.000 pL dc etanol 100% aos 200 
pL da amostra e do controlc negativo. Misturc. 

26. Coloque no gelo seco durante 10-20 minutos e cen¬ 
tri fugue na velocidade maxima durante 30-40 mi¬ 
nutos a 4°C. 

27. Rcmova o sobrcnadantc cuidadosamente e descar te- 
-o (sem tocar no prccipitado). 

28. Lave o prccipitado 2 vezes com 500-1000 pL dc 
etanol 70% gckdo* 

29. Apbs a lavagem final, ccntrifugue novamente para 
colcrar qualquer rcsiduo minimo dc etanol. 

30. Rernova o rcsiduo de etanol cuidadosamente com 
uma pipera e deixe o prccipitado secar durante 5-10 
minutos. 

31. Ressuspenda o predpitado em 1,5 pL de LoTE (item 
6. Sol tiroes) e incube a 37°C durante 3 minutos (para 
ajudar na solubilizaqao). Proceda a forma^ao de ditags 
imediatamente. 







144 


Andlises de RNA, Proteinas e Metabolites: Metedologi 
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Formando as Ditags 

32. Prepare a seguinte mistura de rea^ao em dois tub os 
estereis (no gelo): 



2x ditag 

2 X negativo 


reacrto mix 

controle 

Tris-HCl 3mM, pTI 7.5 

1,25 pL 

2,25 pL 

tampao ligase 
concentrado 10 x 

0,75 nL 

0,75 pL 

j * 

Agua ultrapura 
tratada com DEPC 

0,75 \ih 

0,75 pL 

T4 DNA Ligase 

1,50 |.lL 

— 


33. Adidone 1,5 pL de mistura concentrada 2 X para 
a reaqao de dietiquetas as etiquetas ressuspendidas 
em 1,5 pL dc LoTE (item 6* Solu^oes). Adidone 
1,5 pL ^mistura de controle negative 2 X ao con- 
trole negative. 

34. In cube a 16°C overnight (12-16 boras). 

(No dia seguinte) 


A oleo mineral (caso seu termocidador evapone); 

'f tampao de corrida concentrada 6 X e TEE; 

A reagentes do modulo ditags PGR — man ti dos a -20^0. 

Otimizando a PGR das ditags 

1. Dilua as amostras com agua esteril, conforme des- 
crito abaixo: 

^ controle negative (sem liga^ao) do passo 35 acima 
—> 1/20 na locafdo 1; 

J amostras do passo 35 acima —> 1/20,1/40 e 1/80 na 
Locafdo 2, 

2. Prepare a mistura da rca^ao dc PCR para 6 tubos 
(no gelo, locafdo 1 Quadra 12.8) r 

Scale-up PCR 

3. Prepare a mistura da rea^ao de PCR (no gelo, locafdo 
/); o numero de readies vai depender da dilui^ao 
determinada a partir da otimiza^ao rcalizada acima. 

Reagentes para 1 rea^ao 


35. Apos a ineubaqao, adidone 14 pL dc LoTE (item 
6. Solu^des) a cada mistura de rea^ao no locafdo 2. 
Prossiga para a amplifica^ao das ditags. 

Locafdo 1: prcfcrcncialmcnte cm um ffluxo laminar 
ou outro local no qua 1 os reagentes pre-PCR serao mis- 
turados e os com roles negatives serao pre parados. 


Tampao BV concentrado 10 x 
DM SO , , . 


dNTP mix (10 mM cada) 


+ ++ + ++ + ■*■ + + ++ + F + + * + F + 4 " F + P + ■ F + 


5,0 

3,0 

7,5 |iL 


DTP-1 


d ■ ■ i ■ i ■ ■ i ■ + ■ ■ + ■ ■ ■(■■ + i + + ■+ !*■> + ■++§■+ si r i r r i r -r r I- + -fc + b -F ip b + b -b B k -F 


2,0 pL 


Locafdo 2: prcfcrcncialmcnte cm um segundo flu- 
xo laminar no qual as amostras dc ditags dill] id as serao 
adicionadas as rea^oes de PCR. 


DTP-2.......2,0 pL 

Agua ultrapura tratada com DEPC ..24,0 pL 

Piatinum Taq DNA polimerase......... 0,5 pL 


Dias 3-4: Amplificando as Ditags 


Total 


44,0 pL 


Executando a PCR 

Linhas gerais — otimiza a amplitica^ao dos ditags 
usando diferentes dilui^ocs do produto ligado (amos- 
tra) c os oligonuclcotidcos fornccidos no kit (DTP-1 
e DTP-2). Uma vez determinada a dilui^ao otima da 
amostra, realiza-se uma scale-up PCR para gerar uma 
quant id ade suiterente de ditags para form a r os concata- 
meros* 

C plat inum Taq DN A pol i tn er a sc; 
d p lac as de 96 orificios para PCR; 

/ gelo; 

C gel de poliacrilamida a 10-20% ou agarose a 4% (2 
geis); 


4. Adicione 44 pL desta rea^ao as placas de 96 orificios 
na locafdo 7, Adicione 6 pL de agua urtrapura esteril 
a um po^o controle negative. 

5. Na locafdo 2 y dilua as amostras apropriadamente c 
adidone 6 pL da amostra dilufda a cada um dos po- 
£os contend o a mistura da rca^ao dc PCR. 

Obs se for observado um produto de 100 bp forte 
com 1 pL da dilui^ao de 1:20 da amostra, pode-se 
diluir toda a amostra (14 pL) 1:120 e usar 6 pL des¬ 
ta dilui^ao em cada rea^ao de PCR (280 rea^oes). 

6. Utilize os parametros de ciclagem e a analise pos- 
-PCR conforme descrito para a otimiza^ao da PCR 
de dilags . Apos a analise do produto de PCR, prossi¬ 
ga para o gel dc purifica^ao das 100 bp ditags. 
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Quadra 12.8 - Locarno 1, 


Tubos 1-3’ dife rentes diluiyoes da amostra 
Tubo 4:1-SAGE’ M amostra-controle 
Tnbo 5: eontrole negativo (sem amostra) 
Tubo 6: eontrole negativo (sem llga^ao) 
*adi done as atnostras ape n as na to cacao 2 * 


Reagentes 

Tubo 1 

Tubo 2 

Tubo 3 

Tubo 4 

Tubo 5 

Tubo 6 

Tampao BV concentrado 10 < 

5,0 pL 

5,0 \iL 

5,0 pL 

5,0 pL 

5,0 pL 

5,0 pL 

DMSO 

3,0 nL 

3,0 pL 

3,0 pL 

3,0 jiL 

3,0 nL 

3,0 pL 

dNTP mix (lOmM tad a) 

7,5 pL 

7,5 \ih 

7,5 |iL 

7,5 pL 

7,5 nL 

7,5 pL 

DTP-1 

2 t 0 pL 

2,0 pL 

2,0 pL 

2,0 pL 

2,0 pL 

2,0 pL 

DTP-2 

2,0 pi i 

2,0 pL 

2,0 pL 

2,0 pL 

2,0 pL 

2,0 pL 

Agua ultrapura tratada com DEPC 

29,0 pL 

29,0 nL 

29,0 pL 

29,0 jiL 

29,0 pL 

29,0 fiL 

Platinum Taq DNA polimerase 

0,5 pL 

0,5 pL 

0,5 pL 

0,5 pL 

0,5 pL 

0,5 pL 

Amostra diluida 1/20 

1 T 0 pL 

— 

— 

— 

— 

— 

Amostra diluida 1/40 

— 

1,0 E 

— 

— 

— 

— 

Amostra dilufda 1/80 

— 

— 

1,0 pL 

— 

— 

— 

I-SAGE 1 M amostra-tontrolc 

— 

— 

— 

1,0 pL 

— 

— 

Cotirrole negativo dihifdo 1/20 

— 

— 

— 

— 

— 

1,0 jiL 


Ciclo da FCR 
95"C - 2 minutos 

95°C - 30 seg undos; 55°C - 1 minuto; 70°C - 1 minuto (27 eiclos) 

70 Q C - 5 minutos 
4°C oc 

Ap 6s a FOR, aplique 10% dos pro dittos em umgel de agarose a 4% na s eg unite ordem: eontrole negativo (sem amostra), 
eontrole negativo (sem figase), marcador de peso molecular de 100 bp, marcador de peso molecular de 20 bp, amostra 
diluida 1/20, amostra diluida 1/40, amostra diluida 1/S0,1-SAGE™ amostra-controle. 


Dia5: Isolando as Ditags 100 bp (10 horas) 

Gel para p u rificafdo das ditags 100 bp 

Linhas gerais — porifica^ao das ditags de 100 bp 
apos a scale-up PCR. A rea^ao de PGR e submetida a 
uma eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% para 
separar as ditags de 100 bp das ditags de 80 bp containi- 
nante. As ditags de 100 bp sao cortadas, eluidas do gel e 
purificadas utilizando colunas. 

A tubos coni cos estereis de 50 mL; 

A micro tubos cstcrcis de 0,5 c 1,5 mL; 

A agulhas; 

A gelo scco; 

d fenol/cloroformio/akool isoamilico (25:24:1); 


A etanol a 100%; 
d etanol a 70% gelado; 

d gel dc poliacrilamida a 12% (15 * 17 cm; pente 1,5 
mm); 

A tampao Tnsborato/EDTA(TBE); 
v" TBE; 

d tampao de corrida concentrada 6 X ; 
d marcador de peso molecular (100 e 50 bp); 
d lam in as novas; 

d soluyao dc brometo dc ctfdio 0,5-2 pg/mL ou SYBR 
Green; 

d banho-maria 65°C; 

d reagentes do modulo Concatemer — mantidos a —20°C* 
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1 . Fa^:a um pool com todos os produtos de PCR das pla- 
cas de 96 po^os em um tubo conico esteril de 50 mL. 

2* Adicionc um volume igual dc fcnol/cloroformio/al- 
cool isoamilico ao tube. Centrifugue a 2.400 x g du¬ 
rante 15 minutos em temperatura ambiente e trans- 
fira a iase aquosa (superior) para outre tube conico 
esteril de 50 mL. 

3. Para -12,5 mL dc amostra, adicionc 3,2 mL dc ace¬ 
tate dc amonio, a 7,5M, 72 pL de glicogcnio c 22,8 
mL dc etanol a 100%, Misturc vigor osamcntc. 

4. Coloque o tubo no gelo seco durante 20 minutos e 
cen tri digue a 12,000 x g durante 40 minutos a 4°G. 

5. Remova o sob nenadan te cuidadosam en te e descarte-o. 
Lave o precipitado 3 vexes com 25 mL de etanol a 70% 
gelado. 

6. Remova cuidadosamente o etanol e deixe o precipi¬ 
tado secar durante 20 minutos. 

7. Ressuspenda o precipitado cm 300 pL dc LoTE 
(item 6. Solu^ocs) c incubc a 37°C durante 10 mi¬ 
nutos para auxiliar na solubiliza^ao* 

8* Adicione 60 pL de do tampan de corrida concen- 
trado 6 X (item 7. Solu^oes) e aplique -40 pi, por 
canal eta (9 canal etas) em um gel de poll acri lam ida + 

9. Corra a eletroforese ate que o coran te azul de bro- 
mofenol saia fora do gel e o xileno cianol alcance 
1-2 cm do iim do gel. 

10. Apos a eletroforese, core o gel em uma solu^ao de bro- 
meto dc ctidio 0,5-2 pg/mL ou SYBR Green c visua¬ 
lize as ban das sob luz ultraviolet a. Dcvc-sc observar 
uma banda dc 100 bp intensa c uma dc 80 bp fraca. 

FJuindo o DNA do gel 

1L Fa^a um furo no fundo dc um micro tubo dc 0,5 mL 
esteril us an do uma agulha dc calibre 18* Sao necessa¬ 
ries 2 tubos por Canaleta. 

12. Recorte as ban das de 100 bp do gel usando uma 
lamina nova. Corte cada banda do gel em do is pe- 
dagos e coloque cada um cm um microtubo dc 0,5 
mL com furo. Rcpita cstc passo ate que todas as 
ban das das outras canalctas tenham si do rctiradas. 

13. Coloque cada microtubo em um tubo de 1*5 mL 
esteril e cen tri fugue na velocidade maxima de uma 
centrifuga durante 2-3 minutos (tenha cui dado 
para nao a r ran car as tarn pas dos tub os). As ban das 
recortadas serao quebradas em pequenos peda^os e 
coletadas nos tubes de 1,5 mL. 


14. Descarte os tubos de 0,5 mL. 

15. Prepare 150 pL de LoTE (item 6. Soluqoes) a 7,5M 
acetate de amonio (125:25) e adicione esta mis turn ao 
tubo de 1,5 mL contendo os peda^os de gel, Certih- 
que-se de que todos os peda^os de gel estao cobertos 
coni o tainpao. Misture bem atraves de vortice. 

16. Incube a 65°C por 2 horas para eluir o DNA do 
gel. Pode-se incubar a 4°C overnight (16 horas) 
seguido por 65°C durante 15 minutos, sc nao hoo¬ 
ver tempo suficiente para com pie tar a elui^ao. 

17. Transfir a o conteudo do tubo para uma coluna 
SNAP™ acoplada a um tubo coletor* Ccntrifugue 
na velocidade maxima cm uma microcentrifuga du¬ 
rante 2 minutos. 

18. Recollia o elufdo (^150 pL) e junte o eluido de 2 
tubos cole to res cm um novo microtubo dc 1,5 mL, 
rccupcrando um total dc 300 pL. 

Precipitafdo com etanol 

19. Para 300 pL dc eluido, adicione 133 pL de de ace¬ 
tate de amonio a 7,5 M, 3 pi, de glicogcnio c L000 
pL de etanol 100%. Misture vigor os amen te. 

20. Coloque no gelo seco durante 20 minutos e cen- 
trifuguc na velocidade maxima durante 30 minu¬ 
tos a 4°C. 

21. Remova o sobrenadante cuidadosamente e de scar te-o. 
(sem tocar no precipitado). 

22. Lave o precipitado 2 vezes com 500 pL dc etanol 
70%. 

23. Remova o re si duo de etanol cuidadosamente com 
uma pipeta e deixe a precipitado secar durante 5-10 
minutos. 

24. Ressuspenda cada precipitado em 14 pL dc LoTE 
(item 6. Solu^oes) e entao junte todas as amostras 

(126 pL). 

25. Armazene as 100 bp dc ditag a -20“C overnight (16 
horas) ou proeeda a digestao com Nla 111 (Nla Ill 
divagem). 

Dia 6: lsolando as Dietiquetas 26 bp 

1. Digestao das ditags 100 bp com Nla III 

Linhas gerais: a digestao das 100 bp ditag com Nla 

III produz ditags dc 26 bp, E importante que sc obte- 

nlia > 80% de eiiciencia na digestao com Nla 111 para 

obter uma boa produqao de 26 bp ditags. 

F gelo seco; 
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A etanol 100%; 

A etanol 70% gel ado; 

A banho-maria a 37°C; 

A reagentes dos modulus N/a 111 c Conceitemer. 

CUvagem com Nla III 

1. Fapi 3 aJiquotas iguais dos produtos de 100 bp. Adi- 
clone os seguinte reagentes a cada um dos 3 tubes: 


Ditag de 100 bp...............................42 pL 

Tampao D (item 4. Solupies) concentrado 10 x 15 pL 

BSA concentrado IQOx . 2 1-iL 

Nla III.12 fiL 

Agua ultrapura tratada com DEPC ..............79 pL 

Total 150 pL 

2. Misture todos os reagentes e incube a 37°C overnight. 


Qbs.: pode-se fazer a digestao durante 3 boras, po- 
rem, geralmente, nao e suficiente. 

3. Acresccntc 50 pL dc LoTE (item 6. Soluyocs). 

4. Retirar 5 pL da rea^ao e verificar em um gel de aga¬ 
rose para verificar a eficiencia. 

5. Deve-se obter > 80% dc 100 bp ditags com irag¬ 
men to s de clivadas para ter urn bom rendimento 26 
bp de ditags. Se for observada uma grande quantida- 
de de 100 bp de ditags t deve-se fazer uma digestao 
com Nla 111 overnight (16 boras) apos a prccipitacao 
da rcagao dc com Nla 111 etanoL 

6. Se a digestao com Nla TIT for eficiente, siga para a 
prccipitacao com etanol. 

Precipitado com etanol 

7. Acrescente o mesmo volume de fenol/clorofbrmio 
em cada tubo, misture e centrifugue na velocidade 
maxima cm uma microccntnfuga durante 5 minutos 
cm temperatura ambrente. 

8. Transfir a (200 pL) da fase aquosa (superior) para 
um novo tubo e adicione 90 pL de acetato de amo- 
nio a 7,5 M, 3 pL dc gbeogenio c 850 pL dc etanol 
100 %. Misture bcm. 

9. Coioque no gelo seco durante 20 minutos e centri- 
fiigue na velocidade maxima em uma microcentrifu- 
ga durante 30 minutos a 4°C. 

10. Remova o sobrenadante cuidadosamente e d esc arte-o 
(sem tocar no precipitado). 


11. Lave o precipitado 2 vezes com 1.000 pL de etanol 
70% gel ado. 

12. Remova o residue de etanol cuidadosamente e deixe 
o precipitado secar durante 5-10 minutos. 

13. Ressuspenda cada precipitado em 10 pL de LoTE 
(item 6, Solu^oes) e entao junte to das as amostras. 

14. Combine os prccipitados cm um tubo c ajustc o vo¬ 
lume para 32 pL usando LoTE (item 6, Solu^ocs). 
CertifiqLie-se de que os precipitado estejam comple- 
tamente dissolvidos e entao prossiga para o gel de 
puribcapao das ditags cam fragment as 26 bp. 

Gel para piirifi cacao das ditags 26 bp 

A banhos-maria a 37°C e 65°C; 

A microtubos cstcrcis dc 0,5 mL c l,5mL; 

A agulha de calibre 18; 

A gelo seco; 

A etanol a 100%; 

A etanol a 70% gelado; 

A gel de poliacrilamida a 12% (15 * 17 cm; pente 
1,5 mm); 

A tampao Trrs borato/EDTA (TRE); 

A tampao de corrida concentrado 6 X ; 

A marc ado r dc peso molecular 20 bp; 

A laminas novas; 

A solu^ao de brorneto de etidio 0,5-2 pg/mL ou SYBR 
Green; 

A reagentes do modulo Coneatdmero - mantidos a - 

-20°C. 

15. Adicione 7 pL de tampao de corrida concentra¬ 
do 6x a amostra do item 14. Aplique 13 pL da 
amostra por c an ale t a de um gel dc poliacrilamida 
a 12%. 

16. Corra a eletroforese ate que o cor ante azul dc bro- 
mofenol alcance 2-3 cm do firn do gel. 

17. Apos a eletroforese, core o gel em uma solu^ao de 
brorneto de etidio 0,5-2 pg/mL ou SYBR Green e 
visualize as bandas sob luz ultraviolets. 

18. Dcvc-sc observar uma band a de 26 bp, uma de 40 
bp (ad apt ad ores) e de 60-100 bp (result an res da di¬ 
gestao incompleta da Nla III). 
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Andlises de RNA, Proteinas e Metabolito.s: Metodologi 


a e Procedi mentQ$ Teen icon 


Eluindo o DNA do gel 

19. Ea^a urn furo no fundo dc um microtubo dc 0,5 mL 
esteril usando uma agulha tie 18 G. Sao necessarios 
2 tubos nor canaleta. 

20. Rccortc as band as dc 26 bp do gel usando uma lami¬ 
na nova. Cor re cada band a do gel em dois peda^os 
e coloque cada pedafo em um microtubo tie 0,5 mL 
com furo. Re pita estc passo ate que to das as band as 
das outras canalctas tenham sido rctiradas. 

21. Coloque cada microtubo em um tubo de 1,5 mL 
esteri 1 e centrifugue na velocitiade maxima de uma 
centrifiiga durante 2-3 minutos (tenha cuidado para 
nao arrancar as tamp as dos tub os). As band as rc- 
CO it ad as serao quebradas em pequenos peda^os e 
coletadas nos tubos de 1,5 mL. 

22. Descarte os tubos dc 0,5 mL. 

23. Prepare 150 pL de LoTE (item 6. Soluf.oes) acetate 
de amonio 7,5M (125:25) e adiclone esta mistura ao 
tubo de 1,5 ml. contendo os peda^os de gel. Certifi- 
quc-sc dc que todos os peda^os dc gel cstao cobcrtos 
com o tampao. Misture bem por meio tie vortice. 

24. Incube a 65°C durante 2 minutos. 

25. In cube a 37°C durante 2 boras para eluir o DNA do 
gel. Pode-se incubar a 4°C overnight (12-16 horns), se 
nao houver tempo sufidente para completar a elui^ao. 

26. Transfira o conteudo do tubo para uma coluna 
SNAP™ acopkda a um tubo coletor. Centrifugue 
na velocidade maxim a em uma micro centrifuga du¬ 
rante 2 minutos, 

27. Recolha todos os eluidos ('150 pi,); dcvc-sc obter 
cerca de 900 pL de eliudo, depend end o do tamanho 
do gel. Fa^a aliquot as de ~200 pL em tubos novos e 
prossiga para a predpitalics com etanol. 

Precipitacdo com etanol 

28. Para 200 pL de amostra, adidone os seguintes rea¬ 
ge ntes: 

Acetato de amonio a 7.5 M; .... 90 pL 

Glicogenio.......... 3 f iL 

Etanol 100%..—...850 pL 

Ob a.: As ditags com fragments a de 26 bp purifioadas 
do gd podem scr armazenadas a-20°C neste passo 
e o lt dia 7” podc ser in id ado a partir do item 29, 


29. Misture hem e coloque no gelo seco durante 20 mi¬ 
nutos. 

30. Centrifugue na velocidade maxima em uma micro- 
cent rifuga durante 30 minutos a 4°C, 

31. Rcmova o sobrenadante cuidadosamcntc c descarte- 
-o. (sern tocar no sedimento). 

32. Lave o precipitado 2 vezes com 1.000 pL de etanol 
a 70% gclado. 

33. Rem ova o re si duo de etanol cuidadosamente com 
uma pipeta e deixe o precipitado secar durante 5-10 
minutos. 

34. Res suspend a o precipitado em uni volume total 
de 7,75 pL de LoTE (item 6. Solitudes) no gelo e 
adiclone 1 pL de tampao liga^ao concentrado 1 ()><. 
Prossiga imediatamente para a rcagao dc liga^ao, 

Dia 7: Formando os Concatamcros c 
Realizando a Clonagem 

Ligando as ditags de 26bp para formar os concatdmeros 

Liubas gerais - uma vez purifieadas em gel, as 
ditags de 26 bp estao prontas para ser ligadas e formar 
os concatameros. As ban das dos concatameros tern 
tamanhos variados (formam um esfrega^o - smear) c 
sao separadas cm um gel dc poliacrilamida. As ban- 
das de peso molecular maior sao recortadas e purifi- 
cad as do gel. 

^ banhos-maria a 16°C e 65°C; 

J microtubos cstcrcis dc 0,5 c 1,5mL; 

^ agulha de 18 G; 

A gelo seco; 

S etanol 100%; 

^ etanol 70% gelado; 

^ tenol/cloroformio; 

S gel dc poliacrilamida a 8% (15 * 17 cm; pente 0,8 
mm); 

% tampao Trisborato/EDTA — TBE; 

^ tampao de amostra concentrado 6x; 

A marcador de peso molecular de 100 bp; 

A laminas novas; 

^ solu^ao de brometo de ctidio 0,5-2 pg/mL ou SYBR 
Green; 
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A reagentes do modulo Concatdmeros (man t id os a 

-20°C), 

Reafdo de ligafdo 

1. Fa^a a seguinte reagao (no gelo) usando o 26 bp de 
ON A purificado do gel do passo 33, 


ONA 26 bp .... 7,75 pL 

Tampan llgagan concentrado 10* ...................1 pL 

T4DNA Iigase.* ...1,25 pL* 

Total 10 pL 


*Podc ser us ado o dobro ou uma cnzima com um 
mimcro maior dc unidadcs/pL, 

2. Incube durante 3 boras a 16°C, dependendo do ren- 

dimento das ditags com fragmentos de 26 bp. 

Obs.: sc a intensidade da band a dc 26 bp for forte, 
pode-se fazer a ligagao em 1 bora. Se a intensidade 
da ban da de 26 bp for mais fraca, aumente o tempo 
dc ligagao para 3 boras ou ate overnight , 

3. Quando a ligagao cstiver complcta, adicionc 2 pL 
dc tampao dc amostra concentrado 6 X a mistura 
da reagao de ligagao e aquega a 65°C durante 10 
minutos. Prossiga para a eletroiorese em gel. 

Eletroforese em gel 

4. Centrifugue brevemente a mistura da reagao de liga- 
gi!o na velocidade maxima dc uma micro centrifuga 
c aplique a amostra cm uma canaleta dc um gel dc 
poliacrilarnida a 8%. Pule uma canaleta e aplique um 
marcador de peso molecular de DNA (DNA ladder) 
de 100 bp. 

5* Corra a eletroforese ate que o corantc azul de bro- 
mofenol alcance 3 cm do fim do gel. 

6. Apos a eletroforese, core o gel em uma soiugao de 
brometo dc ctfdio 0,5-2 pg/mL c visualize as bandas 
sob luz ultravioleta. 

7. Deve ser observado um esfregago variando de — 100 
bp a > 1 kb. 

EInin do o DNA do gel 

8. Faga urn ftiro no fundo de um micro tub o de 0,5 rnL 
esteril usando uma agulha de 18 G. Sao necessaries 
do is tubes por canaleta. 

9. Usando lam bias novas, recorte os seguinte s pe dagos 
do gel; 


300 - 500 bp 
500-800 bp 
800 bp - 1 kb 

10. Corte cad a band a do gel em dois pedagos e coloque 
cada pedago em um micro tub o dc 0,5 mL com furo. 
D evem-se obter seis tubes com varies pedate5 de 
DNA. 


11. Coloque cada microtubo em um tube de 1,5 mL 
esteril e centrifugue na velocidade maxima de uma 
centrifuga durante 2-3 minutos (tenba cuidado 
para nao ana near as tampas dos tubes). As bandas 
recortadas scrao quebradas cm pequenos pedagos c 
coletadas nos tub os de 1,5 mL. 

12. Dcscarrc os tubes de 0,5 mL, 

13. Prepare 200 pL de LoTE (item 6. Solugoes) Ale ace¬ 
tate de amonio a 7,5 M (5:1) e adicione esta mistura 
ao tubo dc 1,5 mL contendo os pedagos dc gel, Ccrti- 
fique-se de que todos os pedagos de gel estao cobertos 
com o tampao. Misture bem por mcio dc vorticc. 

14. Incubc a 65 °C durante 2 boras para cluir o DNA 
do gel. Pode-se incubar a 4°C overnight (12-1.6 bo¬ 
ras), sc nao houver tempo suficicntc para complctar 
a eluigao, e no dia seguinte aquecer a 65°C durante 
15 minutos, 

15. Transfira o contcudo do tubo (-200 pL) para uma 
coluna SNAP™ acoplada a um tubo cole tor. Centri¬ 
fugue na velocidade maxima cm uma microcentnfu- 
ga durante 2 minutos. 

16. Transfira os clufdos (-200 pL) de cada tubo para um 
tubo novo e prossiga para a predpitagao com e tan of 


Precipitafdo com etanol 

17, Adicione o mesmo volume de tenol/clorotonnio a 
cada tubo contendo o elurdo. Agite (vortice) vigoro- 
samente. 


18. Centrifugue na velocidade maxima em uma microcen- 
trifuga durante 5 minutos a temperatura amblente. 

19. Transfira a fase arjuosa (superior) (-200 pL) de cada 
tubo para um microtubo de 1,5 mL novo, adicione 
os seguintes reagentes: 


Acctato dc amonio a 7,5 l ■■■■■■■■■-■■ ■‘■Ti-rri-ri -it ir ■ « ^ J 3 |LX _l_ £ 

C i 1 ^ *. 9 n T 

r I I L. ( ) H 1 O BA ■ k X B -li B k k B k B B a BBBB B. B B B B J a B B BJ.dk II B k B B B. B k B. B k B k 1 k k B. k -. ^ ^ jj I J 

Tj It n O \ 1. 0 0 ^ + « 0 0 ^ T J 


20. Mexa bem e coloque no gelo seco durante 20 minutos. 
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21, Centrifugue na velocidade maxima em uma micro* 
centrifuga durante 30 minutes a 4 <J C. 

22, Remova o sobrenadante cuidadosamente e descar- 
te-o (sem tocar no precipitado). 

23, Lave o precipitado 2 vezes com LOOG pL dc ctanol 
a 70% gel ado, 

24, Remova o residue dc ctanol cuidadosamente com 
uma pipeta e deixe o sedimento {pellet) secar duran¬ 
te 5-10 minutos. 

25, Ressuspenda o precipitado em um volume total de 
6 pL dc LoTE (item 6, Solu0es) c prossiga para o 
item Clonando os concatameros em vetores pZErO 1 -1 , 

Clonando os concatameros em vetores pZerO-1 

Z gelo seco; 

Z banhos-maria a 16°C e 37°C; 
d ctanol 100%; 

Z fenol/cloroformio; 

A reage ntes do kit zero de ruido (background). 

Preparando o pZerO-1 

26, Digcrir 2 pg de pZerQ'-l com Spb 1 corao segue: 


pZerOM (1 pg/pL)...... 2,0 pL 

tampao 2 concentrada 10 x ................. 2,5 pL 

3 J] 1 i 1. . . . + . . . d .dd+d+d,+ .+ +, + .+ +, + +,+ , , + , + . ............fa. d.IKkahd ^ X ^ | I l J 

Agua ultrapura ester il..........19 >1 pL 

Total 25,0 pL 


27. In cube a 37°C durante 15-30 minutos (Nao digira 
mais de 30 minutos). 

28. Adieione 175 pL de LoTE (item 6, Solu^des) a 
mistura de digestao. 

29. Adieione o mesmo volume de fenol/cloroformio ao 
tube. Agite (vortice) vigorosamerite. 

30. Centrifugue na velocidade maxima em uma microcen- 
trifuga durante 5 minutos a temperatura ambicntc. 

31. MVansfira a fa sc a quo s a (superior) (-200 pL) dc cada 
tubo para um mierotubo de 1,5 niL novo. 

32. Adieione 65 pL de ace tat o de am onto a 7,5 M e 600 
pL de etanol 100%. 

33. Mexa hem e coloque no gelo seco durante 10 minutos. 

34. Centrifugue na velocidade maxima em uma micro- 
centrifuga durante 30 minutos a 4 <J C. 


35. Remova o sobrenadante cuidadosamente e descar* 
te-o (sem tocar no precipitado), 

36. Lave o precipitado duas vezes com 1,000 pL dc cta¬ 
nol a 70% gelado* 

37. Remova o residue dc ctanol cuidadosamente com uma 
pipeta e deixe o sedimento sccar durante 5-10 minu¬ 
tos. 

38. Ressuspenda o precipitado em um volume total de 
50 pL de LoTE (item 6. Solu^oes). 

39. Avali e a eficiencia da digestao analisando 2 pL des- 
ta em um gel de agarose 1 % (compare o resultado da 
digestao com 1 pL de pZerO -1 nao digerido). 

40. Prossiga para o item Uganda os concatdmeras ao 
pZerO*-1. 

Ligando os concatdmeras ao pZerO -1 

41. No gelo, prepare a seguinte rea^ao de liga^'ao (10 
pL) para cada um dos pooh de DXA (Tabela 12.1). 

42. Incube durante 3 horas a 16°C (nao fa^a a liga^ao 
em temperatura ambiente). 

43. A juste o volume para 2(X) pL com LoTE (item 6. 
Solu^des). 

44. Adieione o mesmo volume de fenol/cloroformio ao 
tubo. Agite (vortice) vigorosamente. 

45. Centrifugue na velocidade maxima em uma inicrocen- 
trifuga durante 5 minutos a temperatura ambiente. 

46. Trans lira a fase aquosa (superior) {^200 pL) de cada 
tubo para um mierotubo de l,5mL novo. 

47. Adieione 133 pL de acetato de amonio 7,5 M, 3 pL 
de glicogenio e 600 pL de etanol 100%. 

48. Mexa hem e coloque no gelo seco durante 10 minutos. 

49. Centrifugue na velocidade maxima em uma micro- 
centrifuga durante 30 minutos a 4°C 

50. Remova o sobrenadante cuidadosamente e de sc ar¬ 
te-o- (sem tocar no precipitado). 

51. Lave o precipitado 4 vezes com 1.000 pL de etanol 
70% gelado. 

52. Remova o re si duo de etanol cuidadosamente com 
uma pipeta e deixe o precipitado secar durante 15- 
20 minutos, 

53. Ressuspenda o precipitado de cada tubo em 12 pL 
de LoTE (item 6. Soiu^oes) e siga para o passo de 

Translorma^ao. 
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Transforma$ao 

A agitador a 37°C; 

A placas dc Petri com mcio dc culture (item 8 . So¬ 
lutes) LB {Iovj i^//-agar) contendo 50 pg/mL Zeocin™; 

A re ag entes do hit One Shot® TOP 10 
Electrocomp™ E. colt (se preferir usar outras celulas 
competentes, siga as instru^bes do fabric ante on do 
seu laboratdrio). 

54. Dcixc o mcio SOC a temperatura ambicntc. 

55. Aquc^a as placas dc Petri (com mcio dc cultura LB 
contendo 50 pg/mL Zeocin™) a 37 U C. 

56. Coloque uma aliquot a de One Shot® TOPIC 
Electrocomp™ E.coli. 

57. Coloque as cubetas de eletropora^ao tambem no 
gelo. 

58. Adicione 1-2 pL de uma das rea^oes de liga^ao (por 
exemplo, 300 bp - 500 kb) em 50 pL de One Shop' 
TOP 10 Electrocomp™ E.coli e misture gentilmente. 
Nao misture por pipetagem, evitando a forma^ao de 
bolhas. 

59. Transfira a mistura (celulas + liga^ao) para uma 
cub eta de 0 , 1 cm. 

60. Eletrope re as amostras utilizando o protocolo do 
seu eletroporador. 

61. Adicione 250 pL d e meio SOC (temperatura am- 
biente) a cubeta. Transfira para uni tubo de 1,5 mL 
c dcixc sob agita^ao no agitador (200 rpm; 37°C). 

62. Adicione 750 pL dc mcio SOC ao tubo c misture 
bcm. 

63. Distribuir 100 pL da transfer ma^ao cm uma placa de 
Petri com meio de cultura LB contendo 50 pg/mL 
Zeocin™ e incube overnight (12-16 her as) a 37° C. 

64. Armazene o restante da transferma^ao a 4 U C. No pro¬ 
ximo dia, dependendo do numero de colonias obseiva- 


das,distribua to do o restante da transform 3910 em uma 
unica placa de Petri ou, entao, fa^a uma dllui^ao para 
obter um numero adequado de colonias por placa. 

65. Repita o procedimento para as demais bibliotecas 

(500 - 800 bp, 800 bp - Ifeb). 

Obs.: Uma rea^ao de liga^ao eficiente deve produzir 
pelo menos 100-150 colonias por placa. 

Dias 8-9: Analise dos Clones 
Transfer mantes por meio de PCR de 
Colonia e Sequenciamento 

Andlise dos clones transform antes por meio de PCR 
de colon ia 

A palitos dc dentes cstcrcis; 

meio de cultura SOB (item 9. Sofuqao) contendo 50 
pg/mL Zeocin™; 

A placa de cultura em fundo U; 

A placa de 96 orificios para PCR; 

Z oligonucleotideo M13 (CCCAGTCACGA- 
CGTTGTAAAACG); 

A oligonucleotideo M13 antiseme (TCACACAG- 
G AA ACAGCTAT G AC); 

S Taq DNA polimerasc; 

✓ dNTP mix; 

A gel de agarose 1 %. 

Cultivo das hacterias recomhinantes 

1 . Com o auxilio de palitos de dentes estereis, transfira 
as colonias da placa de Petri para uma placa de cut- 
tura em fundo L 1 contendo 100 pL dc mcio SOB (50 
pg/mL Zeocin™) e deixe crescendo a 37*' J overnight 
(12-16 boras), 


Tabela 12.1 - de liga^ao dos concatameros ao pZerO-1. 


Reagente 

Amostra 

DNA 

Liga^ao 

Concatameros 

6 pL 



pZerO®-l/Sph I 

1 liL 

1 pL 

1 pL 

Tatnpao ligase 10* 

1 pL 

1 pL 

1 pL 

T4 DNA ligase 

2pL 

2pL 


Agua cstcril 

- 

6 pL 

£ pL 
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PCR de colomas 

2 . Prepare a reaq&o de PCR (no gelo) conforme 
descrito no quadro 12.9. 


Quadro 12.9- Rca^ao da PCR dc colonias. 


H,0 ultrapur a.........10,25 pL 

Tampao dc rcagao da PCR concentrado 10>.,1,5 pL 

dNTPs (1,25 niM).. 1,5 pL 

MgCE. 0,45 pL 

M13 F (20 pM)... 0,1 pL 

M13 R (20 pM). 0,1 pL 

Taq DNA polimerase... 0,1 pL 

Meio de cultura + bacterias .. 1,0 pL 

Total 15,0 pL 


Agke (Vdrtice) e ta^a uma centrifuga^ao rapid a (Spin) 

Cilo da rea^ao da PCR 

95°C - 3 minutos; 

95°C - 40 segundos; 55°C - 40 segundos; 72 U C - 55 
segundos (35 ciclos); 

72 °C - 5 minutos; 

4°C x. _ 

3. An all sc o rcsultado da PCR em gel dc agarose 1 %, O 
t am an ho das bandas cor respondent cs aos insertos dc 
ser pro por do rial ao tarmmho da biblioteca analisada 
(300 - 500 bp, 500 - 800 bp ou 800 bp - 1 kb). 


Sequenciamen to 


4. Utilize o protocolo estabelecklo para o aparelho que 
sera utilizado no scqucnciamcnto da bibliotcca dc 
SAGE. Obtivcmos bons rcsultados fazendo as PCR 
de colomas com os oligonucleotideos M13 sense e 
antisense e, no sequenciamen to, utilizamos o oligo- 

nucleotideo SP 6 (ATTTAGGTGACACTATAG). 


5. Com o scqucnciador AB13100 (Afifilted Biosys terns ) 
com 16 capilarcs, voce podc scqucnciar cm media 3 
placas de % amostras por dia. Isso represent a uma 
cap acid ade media de produqao de cerca de 7.200 
etiquetas/dia c 36.000 etiquetas/semana. 


Forma dc Analisc dos Rcsultados 

A analtse do perfil de expressao genica em larga 
esc ala nao e uma tare fa trivial e requer a capacidade 
de gerar dados de expressao, organizando-os em um 


banco de dados e mterpretando-os de forma efidente. 
O desen volvi men to de novas ferramentas de Bioi n for¬ 
mat] ca e o uso de abordagens ja disponiveis tambem 
sao necessaries para a interpretaqao desses bancos de 
dados. 

Uma das vantagens de SAGE e que os rcsultados po- 
dem ser disponibilizados publicamente e diferentes labo¬ 
ratories podern comparar seus dados on-line (www.ncbi. 
n lm .nih.gov/SAGE; w w w. sagene t.org; w w w.ge nzvme. 
com/:sage/welcoii ie; littp://cgap. nci. nih .gov/ SAG E), se ri¬ 
de uma fonte valiosa para a compara^ao de dados gerados 
intern amente ou na busca de marc adores. Na p agin a ele- 
tronica do SAGE Genic (http://cgap.nd.nih.gov/SAGE) 
foram cncontradas (junho dc 2006) mais de 26 milhocs 
dc SAGE tags proven ientes dc mais de 300 tip os cclu- 
lares hum a nos. A grande maioria das bibhotecas (290) 
foi construida com o procedi men to original dc SAGE, 
gerando as etiquotas curtas {shortlags) (aproximadamente 
21 mil hoes de clique las). As denials bibliotecas (55) fo¬ 
ram produzidas com o protocolo de long SAGE e gerar am 
aproximad amente 5,5 milhoes de etiquetas . 

As etiquetas geradas com o uso da tecnica de SAGE 
podem ser analisadas per meio de progrumas especihcos 
como o desenvolvido pela equipe cr iador a da tecnica, o 
qual se encontra disponivel on-line (http://www.sagenet. 
org) ou aquele desenvolvido pela empresa Invitrogen™, de 
aces so livre para to dos que adquiriram o kit I-SAGE 7 M . 

Os softwares perm item gerar uma list a dc genes 
mais abundantemente expresses nas diferentes situa¬ 
tes avaliadas. Porcm, os softwares disponiveis sao bas- 
tantc limitados quanto as formas dc analiscs possiveis 
c normal me ntc sao base ados na produ^ao dc uma ta- 
bela com a lista de etiquetas produzidas por diferentes 
bibliotecas, e uma comparaqao com uma lista-padrao tie 
genes conhecidos ou ESTs e suas respect ivas etiquetas 
utilizando-se plataformas do tipo Access. 

O program a gera uma lista de etiquetas e quantas 
vezes cada etiqueta aparece naquela bibliotcca, como 
mostrade na tabcla 12 . 2 . 

O proximo pas so e identificar qual gene deu ori- 
gem a cada etiqueta e isso e feito pela comparaqao 
com bibliotecas virtuais geradas a partir de tod as as 
sequencias de cDNA e ESTs disponiveis. Esses ban- 
cos de dados estao disponiveis para varies organismos 
(SAGEmap - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SAGE/ 
ou SAGE Genie — http://cgap.nci.nih.gov/SAGE), 
ou entao, as etiquetas virtuais podem ser extraidas a 
partir de um banco de sequencias de interesse, a partir 
da identificaqao do sitio da enzima de restrain na se- 
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quencia do cDNA, Urn exemplo do re suit ado obtido e 
mostrado na tabela 12.3* 

Ja quc csscs rcsultados sao base ados cm sequendas 
bastantc curtas c varies fatorcs podem influendar na 
interpreta^ao dos rcsultados, cm nos so labor a tor io dc- 
ddimos deseevolver novas formas de analises buscan- 
do maior conliabiiidade dos rcsultados. Essas analises 
estiio sendo desenvolvidas em colabora^ao com o Dr. 
Paulo Sergio L. Oliveira, responsavel pelo laboratorio 
de Biologia Computacional do In Cor. O script desen- 
volvido permite a identifica^ao de ditags identicas, cuja 
formafao parece re presen tar um erro tecnico, ja que a 
probabilidade dc duas etiquetas identicas sc encontra- 
rem c sc unirem mais dc uma vez cm um universe de 
milhares dc etiquetas c praticamente zero, bem como a 
caracteriza^ao de etiquetas intern as, 

Apos css a a nali sc, obtemos mforma^ao quantitativa 
para alguns tipos dc transcritos: (i) etiquetas similares a 
genes conhccidos; (Li) Unigene clusters (iii) ESTs; e (tv) 
etiquetas sem si mi la rid a de {no matches) encontradas nos 
bancos de dados utilizados. 

A ldenrifiea^ao eorreta de cad a tag ao seu respect ivo 
gene de origem e essencial. A maioria dos grupos de pes- 
quisa utiliza o banco tie dados do Unigene (http://www. 
ncbi.nlm.nih.gov/Unigene) por se tratar de um banco de 
dusters unicos dc sequendas dc cDNA complctas c coni 
referenda as ESTs depositadas no GcnBank. 

Um dos problem as e neon trad os na analise das bi- 
bliotecas de SAGE c a presen^a de genes red Lind antes. 
Algumas vezes uma etiqueta e compatfvel com mais de 
um gene c ess a redundancia pode scr verdadeira, ja quc 
diferentes transcritos podem ter a mesma etiqueta sim¬ 
ples me nte por acaso, ou por com parti Iharem dormnios. 
No entanto, muitos bancos de dados tern varias entra- 
das para o mesmo transerko, depositado por vezes com 
o mesmo nome ou ainda com nomes diferentes. Alem 
disso, genes que a p re sen tarn processamento 3’ a! term a- 
tivo tambem podem influendar as analises das biblio- 
tccas dc SAGE, Transcritos codificados pclo genoma 
mitocondrial, bem como a cent ami nagao com DNA 
genomico mitocondrial tambem podem scr idcntifica- 
dos por SAGE. 

Transcritos alternatives proximo s a can da poli-A e 
a sinai s de poliademla^.ao podem ser consider ados po- 
tenc.ialmente reais. Contudo, etiquetas internas podem 
ser consequent']a de artefatos experimentals, como, por 
exemplo, se a sfntese do cDNA foi iniclada em algum 
outro sftio rico em adeninas, que mao a cauda poli-A, ou 
se a digestao com a enzima Nla TIT nao foi com pi eta e 


entao gera uma etiqueta que nao corresponde a etiqueta 
real, que estaria mais a 3 5 do transerko, 

Atualmente, urn dos maiores desafios na analise das 
bibliotecas de SAGE e um endere^amento perfeito en- 
tre a etiqueta c scu respect ivo transcrito. Varies projetos 
(SAGE map, CGAP SAGE, SAGE Genie) buscam 
melhor identidca^ao das etiquetas , avaliando todos os 
possivcis desvios, bem como melhor analise c dissemi- 
na$ao dos resultados. 

Apos a identificacao do perfi.1 de expressao cm uma 
dad a amostra ou conjunto de amostras utiliza.ndo-sc a 
tecnica de SAGE, e aconselhavel que as diteren^as de 
expressao sejain con fir mad as por meio de tecnica s mais 
sensfveis como a PCR em tempo real {Real Time PCR) 
ou Northern blot , que sejam dirigidas para os genes se- 
leciomdos, a fun de se verificar se as diferen^as de ex¬ 
pressao sao eonfirmiadas em amostras indepemdentes e 
por meio de outras metodologias. 

Solu^oes 

1, Tampao de lavagem A 

10 mM de Tris-HCl, pH 7,5 
0,15 M de LiCl 
1 mM de EDTA 

0 , 1 % sulfate dc lit io dc dodecila a 0 , 1 % 

10 pg/mL dc glicogcnio 

2 , Tampao de lavage m B 

10 mM dc Tris-HCl, pH 7,5 
150 mM de LiCl 
1 mM de EDTA 
10 pg/mL dc glicogcnio 

3, Tampao de lavagem C 

5 mM Tris, pH 7,5 
0,5 mM de EDTA 
1 M de NaCl 

Sulfa to de sodio dodecila a 1% (SDS) 

10 |ig/mE glicogcnio 

4, Tampao de lavagem D 

5 mM de Tris, pH 7,5, 

0,5 mM dc EDTA 
1 M de NaCl 

200 pg/mL de albumin a s erica bovina (BSA) 

5, Tampao de lise e de liga^ao 

5 mM de THsUTCl, pi I 7,5 
500 mM dc LiCl 
10 mM de EDTA 
Sulfato de litio dodecila a 1 % 

5 mM de DTT 
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6, F,oTE 

3 fflM de Tris-HCl, pH 7,5 
0,2 mM de EDTA, pH 7,5 

7, Tampao de corrida concentrado 6x 

100 fiL de EDTA 0,5 M 

1,5 g de Ficoll™ Type 400 

1,5 ml, de azul de bromofenol a 1% 

1,5 mL de xileno ciano a 1% 

Completar para 10 mL com Ago a ultrapur a. 

Meio d e cu It ur a LB (lo w salt -a gar) 

10 g de trip ton a 
5 g extra to de levedura 
5 g NaCl 

Acrescentar cm 950 mL de agua ultrapur a e dissol¬ 
ver no agitador, Ajustar o pH da solu^ao para 7,5 com 
NaOH a 5 M, Adicionar 15 g de agar e ajustar o volume 
para 1 litro. Autoclavar durante 20 minutes. Dcixar a 
solu^ao resfriar ate aproximadamente 55° C c adicio- 
nar a solugao-estoque de 100 mg/mL de Zeocin™ para 


atingir a con cent ra^ao final de 50 pg/mL (500 pL/litro 
de meio de cultura). Distribuir nas placas de Petri, 

9* Meio de cultura SOB 

20 g de triptona 
5 g de extra to de levedura 
0,5 g de NaCl 

2.5 mM de KC1 
10 m M de Mg Cl, 

Dissolver 20 g de triptona, 5 g de extrato de le¬ 
vedura e 0,5 g de NaCl em 950 mL de agua ultra¬ 
pur a. Adicionar 10 mL de uma solu^ao de KC 1 250 
mM (1,86 g de KC1 em 100 mL de agua ultrapur a* 
Ajustar o pH para 7,5 com NaOH :1 5 M e completar 
com agua ultrapura para 1 litro, Autoclavar a solu^ao; 
quando resfriar a -55° C, adicionar 10 mL de Mg CL, 
1 M esteril. Adicionar a solu^ao-estoque de 100 mg/ 
mL de Zeocin™ para atingir a concentratplo final de 
50 pg/mL (500 pL/litro dc meio dc cultura). Arrna- 
zenar a temperatura ambiente ou +4°C. 


Tabela 12 * 2 -” Tags gerados apos o sequeneiamento e analise de umabibliote- 
ca dc SAGE c o niimcro de vezes que cad a tag foi scqucnciado* Esse numcro 
c proporcional a expressao daquclc gene. 


Tag (sequencia) 

Contagem 

GGGGTGCTGT 

171 

GAACGCCTAA 

168 

TGTACCTGTA 

139 

TAG CATC A AT 

120 

GGGGTAAGAA 

47 

ACGCACGGAG 

32 

GCCGCCTGGA 

27 

GTACGTGACG 

IS 

CTGTTGCTCG 

14 

G GCTGTAC C C 13 

AC CTGTATCC 

11 

AGGATGTGCG 

3 
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r label a 12.3 - Tags ge ratios 5, numero de vezes sequenciado e mapeamento in die an do qual o gene aquele tag 
represents. 


Tag (sequencia) 

Contagem 

Nome do gene 

GGGGTGCTGT 

171 

DNMl - Dynam in 1 

CAACGCCTAA 

168 

DPYSL2 - Dihydropyrimidinase-like 2 

TGTACCTGTA 

139 

TUBA3 - Tubulin, alpha 3 

TACCATCAAT 

120 

GAPDH - Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

CCCGTAACAA 

47 

PEBP1 - Phosphatidykthanolamine binding protein 1 

ACGCAGGGAG 

32 

MALATl - Metastam associated lung adenocarcinomatranscript 1 (non-coding R.NA) 

GCCGCCTGGA 

27 

SP FBN4 - Spectrin, beta, nan-erythrocytic 4 

GTAGGT GAGG 

18 

TERF2IP - Telomeric repeat bindingfactor 2, interacting protein 

CTGTTGCTGG 

14 

Z.NF664 - Zinc fingerprotein 664 

GGCTGTACCC 

13 

CSRP1 - Cysteine and glycine-rich protein 1 

AC C TC TAT CC 

11 

IF1TM3 - Interferon induced transmembrsne protein 3 (1-8U) 

AGGATGTGGG 

3 

KIF1C - Kinesin family member 1C 


Glossario 

SAGE™ Etiqueta ou Etiqueta - sequencia de 9-14 bp de 
cada cDNA contend© urn sitio de reconhecimente de Nla 
III em seu 3 1 proximal. 

Ditag - duas etiquetas unidas final com final. 

Difag 100 bp c ditag 26 bp - os termos JO# bp dietiqueta 
e 26 bp dietiqueta referem-se ao tamanho da dietiqueta y 
porem, o valor real da dietiqueta de 100 bp pode variar 
dc 102 a 106 bp, dependendo do tamanho do adaptador 
e das e liquet as. Da mesma forma, o tamanho da dietiqueta 
de 26 bp pode variar de 26 a 30 bp, dependendo do ta¬ 
manho do adaptador c das etiquetas, sendo que a BsniY 
I diva em media 14 ou 15 bases (a bS^C) a frente de sen 
sitio de res trip ao (downstream). Os ‘homes” das dietiquetas 
(100 bp on 26 bp) sao base ados na tecnica de SAGE™ 
original, na qual era utilizada a enzima Fok 1 (que cria- 
va uma etiqueta de 9 bp), agora substituida pela enzima 
BsmY 1 (cria uma etiqueta de 14-15 bp) ou pela enzima 
Mme I no LongSACE, a qual libera uma etiqueta com 17 
a 21 bp. 

Contatamero - digats unidas final com final para formar 
uma molecula de DNA de 20-50bp, 

Enzima de aneoragem - endonuclease com um sitio de 
res triple dc 4 bp c que cliva em uma distand a definida 
(10-14 bp), downstream, do sitio de reconhecimento. A 
BsmY I c usada como gcradora de etiqueta neste kit. 

Adaptador - oligonuclcotidcos com aproximadamente 40 
bp contendo um sitio de rcstriqao Type IIS no final 3 1 , 
um final coesivo complementar ao sitio de restrifao da 


enzima N!a 111, alem de sitios pata o anelarnento de oh- 
gomicleotideos para a amplifica^ao pt>r PGR 

Links uteis 

SAGE net: http://www.sagenet.org/ 

SAGE Genie: http://cgap.nci.nih.gov/SAGE/ 

SAGE map: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SAGEi/ 

Download SAGE data: ftp s, nci.nih.gov,/pub/5 AG E/hu¬ 
man e ftp 1. ncLnih.gov./pub/S AGE 

SAGE and RAGE site of the M. D. Anderson Cancer Cen¬ 
ter: http://scienecp ark. mdandcrson.org/labs/ggcg/ 
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13. Repressao da Expressao Genica em Celulas 

em Cultura pela Tecnologia Antisense 

Claudimara Ferini Paricco Lolfe 


Introdi^ao 

Oligonucleotideos antisense sao uti.liz-y.dos para mo¬ 
dular a transference de informa^ao do gene para a pro¬ 
teina inter ferindo com a fun^ao do RNA mens age Iro ou 
do pre-RNA mensageiro. Basicamente, esta interfereneia 
pode ser per meio de dois mecanisrnos de a^ilo: per eli- 
vagem ou nao do RNA. No meeanismo de nao clivagem 
do RNA, tambem chamado de meeanismo de ocupafio, a 
hibridapao de um oligonucleotideo a uma sequencia espe- 
riiica de RNA impede a liga^ao de proteinas regulatorias, 


resultando em modula^ao do processamento, na poliade- 
nilacio, na tradu^ao ou na degradaqao do RNA. No meca- 
nismo dc clivagem do RNA estao incluidos o recrutamen- 
to e a partieipa^ao de enzimas enddgenas como RNase-I 1, 
RNase-P, RNase-L ou por indu^ao de mudan^as estrutu- 
rais no RNA que resulta em degrada^ao (Fig. 13.1). 

OligodcoxinuclcoticLcos Fosforotioatos 

Osol igodeoxi nudeoti'deo s (ODN) mais utilizados sao 
os fosforotioatos, nos quais atomos de oxigenio da ligapao 


Lipossomo 
cation ico 




ODN 


Endossoma 



Membrana 

plasmatica 


mRNA 

especrfico 


Hibrido 

mRNA-ODN 


Nao ha sintese da 
proteina especifica 


Figura 13.1 - Representa^ao esqnematica do meeanismo de oeupa^ao utilizado para modular a trnsferencia de informa^ao do gene para a 
proteina. QDN-oligonueleotideo, mRNA-RNA mensageiro. ON= oligonucleotideo; mRNA = RNA mensageiro. 
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iosfodi ester sao substituidos por atom os de enxofre (S'), 
Sao moleculas car regad as negativamente e suscetfveis a 
RNase-1 T, de forma sem el Haute aos ol i goto sfo dies teres, 
no entanto, os fosforotioatos sao mais resistentes a de¬ 
grades! o por nucleases que os fosfodies teres. Esta pro- 
priedade intrmseca faz os fosforotioatos, consider ad os 
anti senses de prime ir a gera^ao, serein a primeira escolha 
como antisense. No entanto, os fosforotioatos apresen- 
tam propriedades adicionais que podem interferir na 
especificidade e no mecanismo de apao do oligonudeo- 
tideo. As principals sao sua natureza polianionica e a 
estimula^ao imunoldgico, que podem produzir ativida- 
des biologic as e efeitos colaterais que comprometem a 
especificidade e a agao dos fosforotioatos. De maneira 
geral, estao represent ados na figura 13.2 os fatores que 
afetarn os mecanismos de a^ao dos oligonucleotide os 
fosforotioatos (exemplo de e stud os utilizando fosforo¬ 
tioatos antisense, ver Lotfi e Armelin, 2001)* 


- Vortice. 

- Pipctador automatico + 

- Material plastico esteril para cultura de celulas. 

- Lamimilas estereis para cultura de celulas. 

- Pipetas para os volumes: 10' pL, 20 pL, 100 pL, 
200 pLe 1.000 pL. 

- Ponte Iras para as pipetas dc 10 pL, 20 pL, 100 pL, 
200 pL e L000 pL. 

- Recipiente para incuba^ao com o anticorpo (ea¬ 
rn a ra umida). 

- Re frige rador. 

Reagentes 

- Cultu ra de celulas. 


Materials Necessarios 


Equipamentos 


- Fluxo laminar. 

- Incubadora de CO,. 

J. 

- Microscopic dc luz, 

- Microscdpio de fluoresceneia. 

- Agitador do tipo gangorra. 


- D i meti t s ul foxido (DM S O) esteril e espedfico para 
cultura de celulas. 

- Mcio Eagle modificado por Dulbccco (DMEM). 

- Meio de cuitivo de celulas (DMEM + 10% de soro 
fetal bo vino). 

- Soro fetal bovino (SFB). 

- Tampao fosfato tampon ado sem calcio e magne- 

sio (PBSA). 


Propriedades essenciais para atividade antis sense; 

* Estabilidade a nucleases 

* Captacao pela celula 

* Afinidade e Especificidade ao RNA alvo 

* Hibridagao por pareamento de bases Watson-Crick 
- Ativacao da RNase-H 



O li go nucle ot 1 d e o s 

Fosforotioatos 



Matureza Polianionica: 

* Ligaqao a proteinas 

Estimulacao imunologicat 

Inducao de citoquimas 


Figura 13.2 — Fatores que afetam o mecanismo de dos oligonucleotideos fosforotioatos. 
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- Tampao fosfato tampon ado com calcio c magne¬ 
to (PBSA), 

~ Cilindro de CO, (5% dc C0 2 , 95% dc ar). 

- Oligossinteticos liofilizados - fosforotioatos dc 
18 mcromcros. 

- Scquencias antisense 5’— dc intcressc* 

- Scquencias seme 5 '—>3' de in teres se. 

- Anticorpos primaries das protein as de interesse. 

- 5 - R romo -2 '- d ioxiurid i na - Br dU. 

- An ticor po anti - Br d U, 

- Lipossomos cationicos. 

- Anticorpo sccundario anti-lgG dc coclho biotimlado, 

- Anticorpo sccundario anti-IgG com fluorcscci- 
na (FITC). 

- Kit para revelacao de imunoperoxidase que conte- 
nha o complexo avi din a-biotin a (ABC). 

3 \3 ! 'Diaminobenzidma e peroxide de ambnia em 
pastilhas (DAB), 

- 4\6-Diamidino-2-fcnilindol (DAPi). 

- Formaldcfdo a 37%. 

- MetanoL 

- Triton X~100. 

- Nonidet P-40 (NP-40). 

- Carbonate de litio saturado. 


Prepare das solu^des: as solu^des devem ser prepa- 
radas com agua purificada em iiltros espedficos. 

As diversas ctapas cnvolvidas na realiza^ao do proce- 
dimento metodalogioo estao representadas no fluxograma 
apresentado na tigura 13.3. 

Procedimento Experimental 

O procedimento experimental e to do rcalizado em 
fluxo laminar, cmpregando-sc materials c solu^bcs esterds 
descritos nas tabelas 13.1 a 13.5. 

Plaqueamento das Celulas em Lammulas de 73 mm 

Lammulas estereis sao eoloeadas, uma a uma com 
uma pinca, cm placa dc Petri c uma aliquota dc 40 
pL, contcndo 2-3x104 celulas em meio dc cultura com 
soro, e distribuida uniformemente em cada laminula. 
As lammulas sao inantidas cm cstufa dc C02 por 20 - 
30 min para adesao focal e so entao a placa de Petri 
e completada com meio de cultura com soro (Tabel a 

13.1). 

Carmdamenio das Celulas para baiores de Creseimento 

Apes 24-48 boras do plaqueamento, o meio c re- 
tirado da placa de Petri e as celulas aderidas nas la¬ 
mmulas sao lavadas lx com PBS (Tabela 13.2) e lx 


Tabela 13,1 - Prcparo do meio dc cultura. 


Solufaa 

Prepara^ao 

Obsc rvafoe s/u t i 1 i zaf oe s 

DM EM 

Dissolver 13,3 g de meio em R00 mL 
de igua purificada; depois de dissoL 
vido adidonar 1,3 g de NaHCO. e os 
intibioticos 25 mg de ampicilina (25 
mg/L) e 100 nig de sulfa to de e strep to¬ 
rn id na lOQmg/L. Ajnstar o pH= 7,4 

Se o meio riao river glicose adidonar 
4>5g/L 

Filtrar em me mb rail a de 0,22 pm 
Armazenar em geladeira 

Meio para eultivo dc cclulas 

Tabela 13,2- 

Preparo do tampao fosfato tamponado com calcio e magnesio. 


Solufao 

Preparsifjio 

Q bse r vaf 6e s/utilize foes 

PBS 

Dissolver primeiramente os fosfatos em 

700 mL: l,14g de Na 2 HP0 4 de an id to 
c 0,2 g dc KH,PO.. Acreseentar g 

de NaCl, 0,2 g"dc KC1 e MgCLbHp 
ja dissolvidos em 200 mL de agua pu¬ 
rificada, Por ultimo, acrescentar 0,1 g 
de CaCl de anidro. Acer tar o pH =7,4 
e completar o volume para 1 L. 

Filtrar cm membra na dc 0,22 pm 

Milo deve ser auto cl avado porque ha 
predpitaf ao do Ca 2+ 

Armazenar cm geladeira 
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com meio sem soro, Me io sem soro e colocado em ou- 
tra placa de Petri e as lammulas sao transfer]das uma 
a uma para esta placa e desta um par de lammulas e 
transfer id a para a placa definitiva contendo o meio de 
carenciamento, As celulas sao mantidas por 48 boras 
em meio de carenciamento, 

Imuhafdo com ODN Sense Antisense 

Solugocs recem-preparadas contendo 0,2-40 pM 
de ODNs e lipossomos (20 pg/mL) em meio de cnl- 
tura sem soro sao misturadas em volumes iguais e in¬ 
cub ad as por 30 min para a formacao dos complexo s 
(Tabcla 13.3). Cad a par de lammulas e incub ado* de 
3-4 hj com 1 mL da solugao contendo o complexo 
ODN-lipossomo pre-form ado em proporgdes crescen- 
tes de ODN em relagao ao lipossomo, de 0,1 pM:10 
pg a 20 pM:10 pg. 


Sao form ados varios tipos de complexes e em d t fe¬ 
re ntes proporgoes como represen tado na tab el a 13.4. 
Observagao: A concentracao de lipossomo deve ser tes- 
tada antes, pois a sensibilidade (viabilidade) ao liposso¬ 
me v aria con forme o tipo celular. 

Estimulo das Celulas Incuhadas com ODN para o 
Bhquew da Express do da(s) Protein a ($) de Inter esse 

Apos a incubagao com os complexos ODN-liposso- 
mo (3-4 h) e respect!vos controles, as celulas sao estimu- 
lad as com iatores que induzam a expressao das protemas 
a serein estudadas (Fig. 13.4). Verilicar ou estabelecer o 
tempo de expressao maxima das protein as de interesse 
(deteegao previa), Apos esse pertodo, as celulas sao lava- 
das com PBS e fixadas com formaldeido a 3,7% em PBS A 
por 20 min, lavadas em PBSA e mantidas a 4 <J C ate o 
processamento por imunocitoqmmica (Tabela 13.5). 


Plaqueamento 

Plaquear as cdiilas 
em lam inula s 
CDMEM +10% SBF) 



Expressao das 
protein as de 
interesse 


Privagao 

Ptivapao de soro 
(sem soro - DMEM) 


Estimulo 

Adi dona o agente 
indntor da protrina 
de interesse 



Fixagao 

Apos 2h* lavar com 
PBS e fkar coni 3^% 
formaldeido em PBS 

Processamento 

Imun ocitoquimic a-peroxidase 
anli-c Fos/anti-cJun 



Incubagao do complexo 

incubar as ceidas 
3-4h com o complexo 
ODN-Kpossomo 


K? 



Preparar o complexo 
ODN-lipossomo 





Entrada cm lase S 
do ciclo ediiiar 


Reincubagao do complexo 

Apos 2h, ratirar o meio, 
lavar com PBS e reincubar 
com ODN-lipossomo 



Fixagao 


r 


Incorporagao de BrdU 

Apos 12h do estimulo 
incub ar com lOpJvl de BrdU 


Apos 24b, lavar com PBS 
e fixar com metanol gdado 




Analise 


Contegem do no, de 
micleos m arcades 



Processamento 

Imunocito qu imic a- 
ffuorescencia anti-BrdU 


Figura 13,3 - t luxograma das divers as e rap as da tectika de expressao genica com oligos antPense. 
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Imunocitoquimka para a Detecfdo da Protema de 
Interesse 

Observa^ao: As laminulas enntendo as celulas nao po- 
dem secar em nenhuma das etapas descritas. 

Retirar da gcladeira c deixar as laminulas atingi- 
rem a temperature ambiente. Enquanto isso, marcar em 
lima tampa de multipo^os, de 24 ori lidos, os ODNs 
utilizados e as con didoes de tratamento. Sob re ess a tam- 
pa estiear um peda^o de parafilme que sera m ud ado a 
cada etapa de tratamento. Sobre o parafilme colocar,, 
cm cada local rcfcrcntc a um po^o, 40 pL dc NP40 a 
1% cm PBS c com uma pinfa pc gar cada lam inula c 
colocar sobre a gota com as celulas voltadas para baixo. 
Incub a r por 20 min a temper atur a ambiente. Colocar as 
laminulas com as celulas voltadas para cima cm placas 
(p35 ou mu kip op os de 6 popes), devidamente marcadas, 
contendo PBS A e lavar por 3 k corn PBS A 10 rnin cada 
lav age in. Em seguida, depois de trocar o parafilme, co¬ 
locar 40 pL do soro normalizador a 5% (um soro de ani¬ 
mal cm que for am feitos os antkorpos secundarios) cm 
PRSA com Triton X-100 a 0,3% par 1 ha temper atur a 


ambiente. Este soro normalizador e fornecido nos kits 
para imu nop er oxidase. Lavar 3* com PBS A por 10 min 
cada lavagem (as lavage ns sao sempre em placas com 
o material das laminulas volt ado para cima). Colocar 
sobre um parafilme novo 40 pL do anticorpo prima- 
rio na concent! agao previamente titulada (Tabcla 13.5), 
diluida em PBS A + de Triton X-100 a 0,3% e BSA (1 
mg/mL), Deixar overnight (16 boras) na gcladeira cm 
caixa plastica (camara umida) com tampa cojo fundo 
con ten ha um material embebido com agua* Lavar 3* 
com PBS A por 10 min cada. Colocar sobre o parafilme 
40 pL de anticorpo secundario biotinilado diluido cm 
PBSA + Triton X-100 a 0,3% e incubar por 1 ha tem- 
peratura ambiente. Este anticorpo secundario e dilu ido; 
para cada 1.000 pL do PBSA + Triton-100, 15 pL do 
soro normal (1,5%) e 5 pi (0,5%) de anticorpo secun¬ 
dario, Nest a fasc, preparar o complcxo avidina bio tin a 
em PBSA + Triton-100 a 0,3% (complcxo ABC) por- 
que c ncccssario deixa-lo dcscansando no mmimo por 
30 min a tempo rat ura ambiente antes do uso. Lavar 3 k 
com PBSA por 10 min cada. Colocar sobre o parafilme 
40 jaL do complexo ABC e incubar por 1 h. Retirar as 
pas til has de DAB c de peroxide de amonia do freezer 


Tabela 13,3- Prepare das solu^ecs com os ODNs c os complexes ODNdipossomo. 


Solu^ao 


Prcpar.i^iio 


Observ a s/u tiliza s 


ODN 


Solufao estoque: dissolver os oligos 1 io- 
hIizados em agua esteri I para uma con¬ 
centrate de aproximadamente 1 mM 
Sol tic ao de uso: as concentr-a^oes utiliza- 
das for aim de 0,2 a 40 |±M em DM EM 
sem soro 


l-azer aliquoras da soluf&o-estoque e ar- 
mazenar em freezer a -80°C 
A solu^ao de uso liao deve ser estocada, 
depois de utilizada deseartar 


ODN -lipo ssom o 


Preparar a solu^ao de oligo na concen¬ 
trate ao entre 0,2 e 40 pM em DMEM 
sem soro, Preparar a solufao de liposso- 
mo dc 20 pg/niL cm DMEM sem soro, 
As duas solu^dcs sao misturadas cm 
igual volume e incubadas por 30 min, a 
temperatura ambiente, para a forma^ao 
dos complexo s 


A eoneenti'ii^iio dc lipossomo devo ser 
ajustada para a ripo celular 
As sdu^oes devern ser prqwadas na hora 
Utilizar o fluxo laminar 


Tabelal3*4-Tipos dc ODNs c as proposes utilizadas dc ODN 

c lipossomos. 

Tipo de ODN 

Rela^au ODN: lipossomo 

Sequencia sense da protein a de interesse 

20 pM:10 pg/mL 

0,1 pM:10 pg/mL 

Sequencia antisense da protema de interesse 

20 pM:l0 pg/mL 

0,1 nM:10 (jig/mL 

Lipossomo 

0:10 pg 

C on f role 

0:0 
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pois essas devem ser utilizadas a temperatura ambiente* 
Uma pastilha de cad a para cad a 15 mL de agua purifi- 
cada ou destilada. Lavar 3x com PBS A per 10 in i mi to s 
cad a lavage m* Preparar o DAB* 

Retirar o PBSA das placas que contem as laminulas 
c adicionar o DAB (trabalhar dentro da capcla porque 
a solugao c irritante c com luvas porque ha su spelt a dc 
carcinogenicidade) de 30 segundos a 1 minuto Retirar o 


DAB, reaproveitando-o para outras laminulas* Lavar as 
lam mul as com agua* Deixar em agua ate in on tar as 1a~ 
mmulas nas laminas. A lamina deve ser previamente la- 
vada c limpa c m area da com as indicagocs dos diferentes 
tratamentos. A lamlnula c scca com papcl do lado sem 
material e col ad a com solugao propria para montagem 
de la mi nas j com o material voltado para cima* Deixar 
sccar por alguns minutos. Em nenhuma outra ocasiao o 
material pode ficar seco. Depois de secas as laminas po- 


-48h -3h Oh 2h 

J_I_I_I 

t t t t i 

P PR OD-L E F 


P - Plaque amento em laminulas 
PR - Privacao em meio sem soro (48 h) 

OD+L-Adigao do complexo oligo-lipossomo (3-4 h) 
E - Estimulo com o agente indutor da proteina (2 h) 
F - Fixar as cclulas (20 min) 


Figum 13.4- Esquema do protocolo de antisense para a detec^ So da proteina de interesse. Estimulo das celulas incubadas com ODN para 
o bloqucio da cxprc&sao da(s) protcina(s) dc intercssc. 


Tabela 13*5 - Prepare das solug.de s utilizadas na re agio de imu nocitoqui mica. 


Solugao 

Preparagio 

O b s ervagoe s/ u til iza go es 

PBSA 

Dissolver em ftOO tnL: R,2 g de NaCl t 

0,2 g de KC1, 1,14 g de NsqHPO^ de 

Ajutoclavar a 120°C por 20 min 

anidro e 0,2 g de KH n PQ 4 * Completar 
para 1 L 

Armazenarem gelndeira 


Antkorpos- primarios 

Dissolver os anticorpos primarios 
em PBSA + TritonX-100 a 0,3% + 1 


mg/m L de BSA na concentra^ao de 
1:1.000 

Preparar as diluigocs na bora do uso 



Dissolver os anticorpos secundarios 


Anticorpos secundarios 

em PRSA + Triton a 0,3% na concen- 
tragao de 1:1.000 

Pre.parar as diluigoes na bora do uso 
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dem ser contracoradas com hem atoxil made Harris (cor a 
nucleo). Quando coradas com hematoxilina, o material 
pode ser diferenciado em carbonato de litio saturado que 
con fere a hematoxilina um azul forte, Depois de seca, 
montar com um a gota de oleo mineral sob re oma 1 am i- 
nula de 18x18 mm. Naextremidade da laminula quadra- 
da, colocar umagota pcqucna de csmaltc para nao dcixar 
a 1aminula se deslocar. Analisar em microscopio de luz. 
A contagem do numem de micleos marcados e feita con- 
tan do um total dc 500 cclulas por lam inula, scparando 
as marcadas c as nao marcadas, isto c, as cclulas que 
expressarn a proteina das que nao expressam. 

Protocolo Simplificado de Imunoperoxidase 

Permeabiliza^ao -20 min cm PBSA com Triton X-100 
a 0,3% c NP40 a 1%. 

Lavagem - 3* coin PBSA. 

Bloqueio das proteitias inespecificas - 1 h cm PBSA 

com soro normatizador (NS) a 5%. 

Lavagem - 3* por 10 min cada com PBSA. 

Rea^ao coin o anticorpo primario - 24 ou 48 h cm 

PBSA com Triton X-100 a 0,3% c 1 mg/mL dc 
BSA e o anticorpo na concentra^ao titulada em ea¬ 
rn ara umida a 4°C. 

Lavagem — 3x por 10 min cada com PBSA. 

Reajfao com o anticorpo sccundario biotinilado - 1 h 

em PBSA com Triton X-100 a 0,3% , NS a 1,5% e 
de anticorpo seen rid ario biotinilado a 0,5% T a tem- 
peratura ambiente. 

Lavagem — por 10 min cada com PBSA. 

Rea^ao com o comp lex o AB (ABC) — 1 hem PBSA 

com Triton X-100 0,3% c 1:1.000 do compkxo AB 
rcccm-prcparado a temperatura ambiente. 

Lavagem - 3x por 10 min cada com PBSA. 

Reafao com DAB — 30 segundos a 1 min em solu^io 
com DAB c lavar abundantemente com agua dcst.i- 
lada ou purificada. 

Montagem 1 - cm laminas etiquetadas colocar uma gota dc 
soluqao dc montagem dc laminas mantendo as kminu- 
las com as cclulas para cima, dcixar secar 

Coloradan — 30 segundos a 2 min em hematoxilina e 
diferenckda com carbonato de litio saturado, deixar 
secar. 

Montagem 2 - com laminula e oleo mineral fixando a k- 
mmula com esmalte e visualizar em microscopio de luz. 


Estimulo das Cclulas Incubadas com ODN para 
Ohervafdo das Cclulas que Entrant na Ease S do Ciclo 
Celular 

Apbs a incuba^ao com os complexes e estimulo com 
o agente indutor da proteina de interesse, as cclulas sao 
lava das 2x com PBS e reincubadas com meio sem soro 
contendo os complexos ODN-lipossomo ate completar 
24 h (Fig. 13.5). Com 12 h do inicio do tratamento sao 
adicionados ao meio 100 pM de BrdU (bromodioxiurk 
dina) c com 24 h as cclulas sao fix ad as por 10 min com 
metanol gelado e mantidas refrigeradas ate o processa- 
mento por imunofluorcsccncia. 

Protocolo dc Jmunocitoquimicapor Reafdo dc 
Imunofluorcsccncia - Incorporagdo de BrdU para 
AndUse de Entrada em Ease S do Ciclo Celular 

Retirar da gel add ra e deixar as laminulas tratadas 
atingirem a temperatura ambiente. Fnquanto isso, mar- 
car em uma tampa de multipo^os, de 24 po^os, os GDNs 
utibzados e as con didoes de tratamento. Sob re essa tampa 
esticar um peda^o de parafilme que sera mud ado a cada 
condicao de tratamento. Colocar no lugar correspondence 
de cada po^o 35 pL de anticorpo anti-Brdl J (dependendo 
do fomecedor ja vein pronto para o uso) e colocar cada 
laminula sobre a gota dc anticorpo com o material voltado 
para baixo, por 30 min a temperatura ambiente. Desvirar 
as laminuks e coloca-las de volta nas placas coin PBSA, 
com o material para dm a, lavar 3x em PBSA, 5 min cada, 
com agitato em agitador tipo gangorra em velockkde 
lenta. Trocar o parafilme c colocar 35 pL dc anticorpo 
IgG-FITC (Fab specific ; 1:50) no lugar correspondcntc dc 
cada pofo e virar as laminulas novamente sobre a gota de 
anticorpo, por 30 min a temperatura ambiente, cobcrtos 
da luz (papekalummio). Desvirar as laminulas e coloca- 
las dc volta nas placas com PBSA, com o material para 
dm a, lavar 3* cm PBSA, 5 min cada, com agita^ao lenta 
e cobertos da luz. Trocar o parafilme e colocar 40 pL de 
DA PI (5 pg/mL), cor ante fluorcsccntc com luz ultravio- 
leta que tern afinidade por DNA, por 20 min na tampa 
do multipoqos, colocando o material das laminulas em 
contato com o cor ante. A incub a^ao deve scr protegida da 
luz. Desvirar as laminulas e col oca-Las de volta nas pla¬ 
cas com PBSA, com o material para cima, lavar 3* em 
PBSA. Montar as laminulas colando-as com soluqao de 
montagem ext ste sites no mere a do, com o material para 
cima, dcixar secar, acrcsccntar uma laminula com uma 
gota de oleo mineral sobre o material e fixa-la com 
uma gotade esmalte. Man ter no escuro, em geladeira, 
ate serein analisadas. 
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Protocolo Simplificado de Imunoperoxidase 
com Anti-BrdU 

Reagao com o anticorpo primario - 30 min em 30 pL de 

anticorpo anti-BrdU a tcmpcratura ambicnte. 

Lavagem - 3 x dc 5 min cada com PBSA sob agitato 
lenta 

Reacao com o anticorpo secundario coni fluorescein a 
(l lTC) - 30 min cm 30 pL de anticorpo IgG-]TTC 
(1:50 em PBSA) a temperatura ambiente. 

Lavagem - 3 * dc 5 min cada com PBSA sob agitato 
lenta c protcgido da luz. 

Reagao com DAP I (5 pg/mL) — 20 min em sotugao 
dc DA PI pronta c mantida conge lad a ate o uso, a 
temperatura amb ic ntc. 

Lavagem — 3 x com PBSA. 

Montagem 1 - em laminas etiquetadas colocar uma gota 
dc soluble para montagem de laminas, mantendo as 
laminulas com as celulas para cima, deixar secar. 

Montagem 2 - com laminula c olco mineral. Fixar a ta¬ 
rn I nul a com csmaltc c visualizar cm microscopic dc 
fluorescenciau 


Fatores que Podem InfUienciar a 
Interpreta^ao Experimental 

Pitreza do Oligonucleotideo 

Normalmente., os ODN fosforotioatos podem ser 
preparados com excelente pureza. Diferentes procedi- 
mentos de stntese e purificagao podem variar de parti da 
para partida quanto ao grau de toxicidade celular e po- 
tenda. 

Estrut urn do RNA 

A estrutura do RNA tern uma profunda in fluenda 
na afinidade do ODN e na taxa de ligagao do ODN ao 
RNA-atvo. No entanto, sabemos muito pouco como a 
estrutura do RNA e a interagao RNA-protema influen- 
ciam na agao do ODN. 

Variapes na Capiacdo e Dislrihuicdo do ODNs na 
Celulaln Vitro 

Varios estudos tem demonstrado que os ODs en¬ 
train em celulas em culmra atraves de um proc.esso ati- 
vo e que ess a entrada e variavel, depen den do de muitas 
con didoes. O tipo celular tem forte influencia na cap- 
tag ao do oligonucleotideo, na cinetica de entrada e no 
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Figura 13.5 - Esquetnado protocolo de antisense para, a detec^ao da entrada em fuses do ciclo celular. Estimulo das celulas incubadas com 
QDN para observagao das celulas que entrain na fase S do ciclo celular (F), 
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padrao de distribui^ao deste na celula. As conduces de 
cultivo das celulaSj como o tipo de meio T o grau de con- 
flu encia e a presents de soro, podem ter grandes efeitos 
na capta^ao dos ODNs. A nature/a quimica do oligo- 
nucleotfdeo obviamente infiuencia as ear at. tens tic as da 
capta^ao e seu me cams mo. Aentrada dos fosfaro tieatos 
varia cm fun^ao do comp rimer) to e da sequenda, mas 
nao da linearidade. A estabilidade dos ODs nas celulas 
e tambem influenciada peia sequenda. Portanto, antes 
dc dizer que urn oligonucleotidco c inativo in vivo y clc 
precis a ser estudado em varias linhagens celulares. 

Ligapes e Efeitos das Ligapes em Alvos Nao Nudeotidkos 

Obgonucleotideos fosforotioatos tendein a sc It gar 
a varias proteinas, e ess as iiitera^oes sao influendadas 
por varios fatores. Elas podem induzir efeitos nao anti¬ 
sense que podem ser interpretados de forma errada como 
antiseme ou complicar a identiiica^ao de um mecanismo 
antisense * A Liga^ao a proteinas podc intbir a atividade 
da RNasc-H e com tsso inibtr a atividade de alguns oli- 
gonucleotideos, alem de ter, certamente, consequent as 
toxicologicas. Os obgonucleotideos cm gcral podem 
tambem sc ligar a outras molcculas como lipidios c car- 
boidratos, e tais intera^oes podem, a exemplo do que 
acontccc com as proteinas, scr influendadas pcla natu¬ 
re za quimica dos oligonucleotidcos cstudados. 

Efeito dos Oligonucleotidcos Gout role 

Sao utilizados varios tipos dc obgonucleotideos com 
trole, sense, mismatch e tambem sequeneias ao aeaso. Pou- 
co se sabe sobre o potendal biologico desses controles. No 
entanto, quando um oligo controls apresenta uma ativi¬ 
dade nao esperada, o mecanismo desta atividade deve ser 


analisado com cuidado antes de conduit que a atividade 
antisense nao e dev id o a um mecanismo antisense. 

Efeitos Cmetkos 

Muitas constantes podem aietar a atividade dos oli¬ 
gonucleotide os T como velocidade de sintese e degrada^ao 
do RNA-alvo c da protcina, taxa dc capta^ao do oligonu- 
cleotideo pela celuia, de distribute e metabolismo. 

Recomenda^oes para a demonstrate positiva de 
mecanismo antisense e especificidade. 

- E essencial demonstrar efeitos consistences com um 
mecanismo antisense. 

Analisar a cinetica de expressao e degrada^ao do 
RNA e protein a-a! vo. 

- Realizar curvas de dose-resposta para a determina¬ 
te da concentra^ao de lipossomo para o tipo celu- 
lar, 

- Realizar eurva dose-resposta para aperfei^oar a rcla- 
9 ao oligon ucleo tideos-lipossomos. 

- Analise de Northern blotting para RNA, Western 
blotting ou imunocitoquimka para a proteina-alvo 
sao a mclhor escolba, 

- Como controls pode ser incluida uma demonstra¬ 
te que RNAs ou proteinas relacionados ao RNA 
on protcina-alvo nao sao afetados* 

Referenda 
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Endocrinol, 16S(3):3S 1-389,2001. 




14. RNA Interferente como Metodo 

para Inativafao Genica 

Luciana do j Rtf/j 


Introdu^ao 

Apos o sequenciamento do genoma de diversos or- 
ganismos, o grande desafio pas sou a ser identificar a 
funfao dos genes. Existcm diversas maneiras dc infe- 
rir a funfao dc um deter min ado gene, quer per busca 
de homologia com genes ja descritos em outros orga¬ 
nismos, quer por verificafao do seu m'vel de expressao 
entre diferentes ted dos, ou pel a local iza^ao da protein a 
dentro da cel ul a, Entretanto, a funfao dc deter min ado 
gene pode melhor ser ana li sad a em sis te mas biolbgicos. 
Nesse sentido, a cultura de celulas de mamiferos tem 
si do uma ferramenta importante no estudo da funfao 
dos genes, ja que esta pode ser deduzida por meio da 
analise do fenotipo celular, tanto apos a intro dufao de 
um gene exogeno, quanto apos a inativafao de um gene 
endogeno. Esta rmesma manipulafao genetic a pode ser 
rcalizada cm modclos animais para observafao in vivo 
das altcrafocs fcnotipicas c possivcis aplicafocs cm te¬ 
mpi as genicas. 

Divers as tec nolog i as vem sen do desen volvidas para 
a inibifao da expressao de gcncs-alvos em si stem as bio¬ 
logic os. D entre estas, o silenciamento genico pos-trans- 
cricional ( post-transcriptional gene silencing — PTGS) 
tem-se mostrado bastante eficiente em celulas somatic as 
cm cultura, cm que a inativafao gcnica pode scr obtida 
com maior rapid cz c me nor custo quando comparada a 
recombinafao homologa, metodo muito utilizado para 
a pro dufao de animais knockouts. 

O PTGS, como o proprio nomc diz, promovc a 
quebra da expressao no mvcl da transcrifao, deg rad a n- 
do o RNA do gene-alvo, e pode ser aleanfado atraves 
da introdufao nas celulas de RNAs antisense (RNA- 
AS), ribozimas ou pequenos RNAs interfcrentes [small 
Interfering RNAs - siRNAs). 

Algumas dessas metodologias for am desenvolvidas 
baseadas em sistemas naturals de defesa celular contra 


transposons e infecfdes virais, como nos cases da inter- 
ferencia por RNA (RNAi), que provoca a clivagem do 
RNA-alvo por mcio dc siRNAs, c do RNA-AS, que, 
por hibridizar ao RNA-alvo, promovc sua degradafao 
por RNascs. Outra, a in da, esta has cad a na propriedade 
catalitica dc certas molcculas dc RNA como as ribozi¬ 
mas, que promovem o process amen to de pre-RNAs em 
RNAs maduros. 

Os tres sistemas de inativafao genica citados aci¬ 
ni a possuem uma caracteristica em comum: envolvem 
a complcmcataridadc da molecula dc inativafao com o 
RNA-alvo* Utilizando estes mccanismos que ocorrcm 
naturalmcntc nas celulas dc diversos organismos a favor 
do estudo da funfao gcnica c de aplicafocs tcrapcuticas, 
pode-se direcionar a inativafao de um RNA-alvo, dese- 
nhando a molecula de inativafao. Seguindo as caracte- 
rfsticas especificas de cada um dos sistemas apresentados, 
tal molecula e deduzida por complementarida.de, teiido o 
RNA-alvo como molde. Ela pode, entao, ser sintetizada 
e os oligomiclcotfdcos obtidos podem scr introduzidos 
nas celulas por diferentes metodos, como, por exemplo, 
a lipotranstecf ao e a microinjefao, desencadeando a par- 
tir destes o proccsso da inativafao genica, 

Outra maneira de desencadear a inativafao e a 
construfao de um plasmideo que contenha a sequencia 
codiiicadora da molecula de inativafao sob o controle 
transcridonal de um promotor conveniente. Uma vez 
introduzido na cclula, o plasmideo expressara o RNA 
de inativafao. 

Interference a por RNA (RNAi) 

Dentre as tecnicas mencionadas, aquela que se tem 
mostrado muito eficiente na inativafao da expressao genica 
e a RNAi. C omo dito anteriormente, ela representa um 
processo biologico que existe naturalmente nas celulas, 
sendo bastante conservado entre organismos de diversos 
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reinos (fungos, plantas e animals), A introdu^ao de virus, 
transpose ns on de um gene exogeno (obtido, por exemplo, 
por manipulate genica) em uma eeiuia pode promover a 
forma^ao de duplas-fitas de RNA ( double-strand RNA - 
dsRMA), as quais vao desencadear a inativa^ao especifica 
do gene de origem. Esta inativagao oeorre por meio da 
a^ao de uma endonuclease, Dicer, pertencente a famuli a 
RNAse III, que hidrolisa as dsRNAs formando os 
siRNAs, Cada pc que no RNA, formado por dupla-fita 
c possuindo de 21 a 23 nuclcotfdcos (nt), c incorporado 
no complexo enzimatico RISC {RNA Induced Silencing 
Complex), com o auxilio da Dicer. Durante este processo, 
a dupla-fita c dcsenrolada c o complexo permanccc com 
apenas uma delas, tornando-se ativo. A simples-fita 
remanescente e utilizada como guia pelo RISC para a 
i dent idea to do RNA-alvo, por compl e m e ntaridade, 
O RISC ativo, entao, e capaz de local izar e clivar 
e specific am ente o RNA-alvo. For nao ser degrad ado 
durante o processo, o complexo e reciclaveL podendo 
par tic i par da clivagem de varias moleculas (para uma 
revisao completa veja Hammond, 2005) (Fig. 14.1). 

Com base nesse mecanismo biologic.o, a RNAi esta 
sen do utilizada para o estudo da fun^ao genica com sli¬ 
ces so em plantas, nematodeo e drosdfila, por meio da 
introduce de siRNAs sintetic.os (Montgomery et al., 
1998; Fire et al., 1998; Misquitta e Peterson, 1999; Tus- 
ch et al., 1999; Chuang e Meyerowitz, 2000). 


| Dicer 

I 


RISC 

ativo 


RNA-alvo 


dsRNA 


Clivagem do 
RNA-alvo 


Figura 14,1 - Esqucma representative) do processo de Inattvafao ge- 
itica por meio da interferendn por RNA (RNAi). O processamento 
de dsRNAs longas pel a Dicer produz as dsRNAs pequenas, os siR¬ 
NAs de 21-23 nucleotide os. Cada si RNA ira se associar ao complexo 
RISC. Uma dc suas proto in as, uma ho ti rase, auxilia o desenrolar da 
a p-equena dupla-lita e tomao complexo RISC ativo. Este agora, com 
apenas uma das fitas de RNA, sera guiado ate o RNA-alvo promo- 
vendo sua clivagem, por meio da complemenraridado do pequeno 

RNA. 


As primeiras tentativas de utiliza^ao de RNAi na 
inativacao genica em mam iter os nao foram bem-suce- 
did as, por desencadear uma degradacao inespecifica de 
diversos RNAs celulares, dando inieio a resposta ao 
interferon. Os interferons sao um grupo de citocinas 
ativadas por dsRNAs longas que pro mo vein a inibi^ao 
global da tradu^ao, gerando a apoptose ce lular (Kauf¬ 
man, 1999). Assim, este tambem e um mecanismo de 
defesa da cclula contra a invasao dc virus c transpose ns* 
E ntre tan to, cm 2001, Elbashir ct al, conscguiram inati- 
var especifica me nte o gene de in ter esse, apos definirem 
o tamanho ideal dos siRNAs: dsRNAs sinteticos de 21 
nuclcotidcos. Esta mctodologia rapidamente sc desen- 
volveu e hoje existem divers as maneiras de se obter o si- 
lenciamento por RNAi em celulas de mamiferos, como, 
por exemplo, a utiliza^ao de plasmideos de expressao 
em celulas eucarioticas. Tais plasmideos sao dcsenha- 
dos para direcionar a expressao de pequenos RNAs 
em forma de grampo [short hairpin RNAs — shRNAs). 
Uma vez transcritos, estes shRNAs sao process ados 
pela Dicer endogena, gerando os siRNAs (Fig. 14.2) 
(Paul et ah, 2002); (Brummelkamp et al., 2002); (Sui 
et al., 2002 ). 

Alem dos plasmideos de expressao, foram tambem 
desen volvidos sistemas retrovirais para a entrega e pro- 
dupao de shRNAs (Barton e Medzhitov, 2002 ; Qin et 
al., 2003; Tiscornia et al., 2003; Rubinson et ah, 2003). 
Estes retrovirus tern a vantage m de pro mover uma en¬ 
trega mais cficicnte dos shRNAs cm celulas primarias c 
integra^io no genoma, fenomenos difieeis de serem ob- 
tidos por transfec^ao. A eficiencia de entrega de siRNAs 
fbi aumentada ainda mais por Qin ct ah (2003), Tiscor¬ 
nia ct ah (2003) c Rubinson ct al* (2003) ao utilizarem 
vetores lentivirais com codigo para shRNAs, pois estes 
possuem a capacidade de transduzir di versos tip os celu- 
larcs, incluindo celulas que nao cncontram-sc cm divi- 
sao* A lcm disso, estes veto res cstao mcnos sujcitos ao si- 
lenciamento genico imposto a outros tip os de retrovirus. 
Fstas caracteristicas motivaram Tiscornia et ah (2003) e 
Rubinson et ah (2003) a us a re m os lentt virus na obten- 
9 ao de animals RNAi-transgenicos, demonstrando que 
estes ve tores sao capazes de promover o silenciamento 
genico nestes. Alem disso, Wiznerowicz e Trono, 2003, 
desenvoivcram um modelo droga-induzivel que, alem 
de produzir animais RNAi-transgenicos, per mite mo¬ 
dular a expressao de siRNAs. 

Neste contexto atual, em que novas metodologias 
cstao em ampla as ecus ao para o estudo de funyao genica 
e aplic.a 9 . 0 es ter ape u tic as, e objetivo deste capftulo for- 
necer as informatics baskas para a utiliza^ao da RNAi 
na inativacao genica em cultura de celulas. 
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Obtcnc;io da RNAi em Mamiferos 

Identificando um Alvo 

As mctodologias quc sc mo dcscritas mais adiantc, 
com exce^ao daquela que gera siRNAs com diferentes 
sequencias {pool de siRNAs), necessitam da identifica™ 
9 ao previa dc um a regiao-alvo potential Assim sendo, 
seguem aqui algumas sugestoes de como realizar esta 
sele^ao. 

Como dito anteriormentc, o si R NA tem como 
base, para iniciar o proccsso dc inativa^ao, a com- 
plementaridade com o RNA-alvo e idealmente deve 
possuir entre 19 e 23 nucleotideo s. O siRNA de se¬ 
ll h ado deve confer, depen den do da e strategic de en- 
trega, dife rentes nucleotfdeos nas extremidades* No 
caso da utiliza^ao de siRNAs sinteticos (veja adiari¬ 
te), as extremidades 3' devem possuir os nucleotide- 
os UU ou TT e Rlbashir et al. (2002) sugerem que 
inicie com A A (Fig. 14.3), Ja na utiliza^ao dc ve tores 
dc expressao, a sequencia codificadora do siRNA deve 
ter como primeiro nucleotideo um A, se a regiao pro¬ 
mo tora utilizada for Til, ou um G, no caso da regiao 
promotora U6. A regiao mais rccomcndada para scr 




PrpmQtQrPglllS 

(JS, HI) 

RegiSocodificadGra^ 1 Re-jSo 

111 11 3 


(19-23 HI] iR^Soespa^adora (19-23 nt) 
£3-9 nt) 


shRNA 


5 

3'uuuuu 


^ Transcricao 

=o 

Dicer endogena 


siRNA 


Ftgum 14.2 — Esquema da regiao codificadora de shRNAs. Estas 
possucm ccrca dc 50 nucleotide os e sao eonstituidos de dims pe- 
quenas sequencias complementary s i river tid as, espanadas por uma 
regiao que pode variar de 3 a 9 nucleotfdeos (Shi, 2003), formando 
um RNA cm forma de grarnpo. Os shRNAs scrao proce-ssados pda 
Dicer enddgena formando os siRNAs. A repeti^ao de 5 Ts no final 
da constru^ao indiea a terminate transcridonal rcconhedda pda 
RNA Pol ITT. 


utilizada como alvo e a proxima ao primeiro AUG, 
codon de imcio da tradu^ao, distando a jusante deste 
aproximadamente de 100 a 200 bases. As regioes 3’ e 
5’ nao traduzidas {untranslated regions — UTRs) devem 
ser evitadas, uma vez que elas possuem muitos sftios 
de liga^ao de proteinas que controlam a tradu^ao. Fui- 
tretanto, nao e sabido se realmente existe uma regiao 
otima que seja regra para todos os RNAs-alvo, pois 
cad a RNA forma estruturas secundarias e terei arias 
partial lares, que podem dificultar a accssibilidadc do 
siRNA a regiao cscolhida. Dc fa to, ja foi demo ns trad a 
a inativaqao genic a utilizando divers as regioes ao lon- 
go do RNA, incluindo a regiao V -UTR (McManus 
e Sharp, 2002). 

Algumas novas regras toram adicionadas a estas 
dcscritas acima, ja que um cstudo demonstrou epic, 
dependendo da sequencia do siRNA utilizado, cstc 
tem maior ou menor chance dc sc associar c dc ati- 
var o complexo RISC, aumentando a probabilidade de 
inativaqao do RNA alvo. Neste estudo, Reynolds et 
al. (2004) analisaram 180 siRNAs dire cion ados para 
a clivagcm do mRNA dc 2 genes-alvo, cm quc oito 
novas caractcnsticas foram idcntificadas; 30%-5 2% 
GC, pclo me nos 3 A/Us na posiyao 15-19 (fit a sense), 
auscncia dc repet i^ocs inter nas, A nas posi^dcs 3, 19 
(fita sense), U na posi^ao 10 (fita sense), G/C nao podem 
ocupar a posi^ao 19 (fita sense), e G nao pode oeupar a 
posiqao 13 (fita sense). 

Jdcntificada a regiao-alvo candidata, a ctapa sc- 
guintc c vcrificar sc csta pequena sequencia nao esta 
contida cm outros RN As do organ is mo cs col hi do para 
o estudo, garantindo, assim, a inativapao especffica do 
gene de interesse. Para isso, e muito imp or tan te utili- 
zar urn bom banco de dados, corno o BLAST (http:// 
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), na busca de simila- 
ridades, em quc a sequencia cscolhida nao deve possuir 
mais que 15 nucleotideo em comum com nenhum ou- 
tro RNA que nao seja o alvo, 

Hoje, varias companhias tem investido na pro¬ 
duce de kits direcionados para a constructs siRNAs, 
utilizando diver sas metodologias. Estas em pres as dis- 
ponibilizam na internet programas que localizam as 
me) ho res regioes-alvo, como, por cxemplo, o siRNA 
Target Finder da Gompanhia Gen script (www.geus¬ 
er ipt.com), ou a Dhat macon si DESIGN Center da 
C o mp anhia D h a r ma co n (ht tp ://ww w. d h ar m aeon. 
com/sidesign/), em que esta ultima inclui os criterios 
mais recentes de identifica^ao. 
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Pontos Principals para Identificar e 
Desenhar siRNA 

— Dcvc confer 19 a 23 nuelcotfdcos. 

- Distar de 100 a 200 bases do primeiro AUC (opcional). 

— Con ter 30-32% de nucleotide os G/C. 

— Pclo me nos 3 A/Us na postgao 15-19 (fita sense), 

— Ausencia de repeti^oes interims. 

— A nas posiiy 6 es 3, 19 (fita sense). 

- U na posi^ao 10 (fita sense). 

- G/C nao podem ocupar a posi^ao 19 (fita sense). 

- G nao pode ocupar a posigao 13 (fita sense)* 

- BLAST: < 15 nt com outros RNAs- 

— Iniciar com A (HI) ou G (U6) (para constmgoes 
em vetores). 

- Iniciar com AA (para siRNAs sintctico - opcional). 

Validando um AIvo 

Acini a for am descritas as maneiras de se identificar 
uma boa regiao-alvo. Como foi visto, urn a das rnaio- 
res dificuldades da utilizagao do PTGS e o aces so do 
siRNA a esta regiao. Dessa forma, para garantir a ina- 
tivagao genic a e aeons cl have! que sc selecionc 3 on 4 
regioes-alvo, as quais devem scr valid ad as cm cult ura 
de celulas. As linhagens mais utilizadas para esse fim, 
em humanos, sao; a 293 (celulas embrionarias de rim 
transformadas) c a HcLa (celulas oriundas dc tumor 
cervical)- Sua utiliza^ao nao c obrigatoria, entretanto, 
por se tratarem de celulas transformadas, essas sao de 
facil manuseio cm cultura c perm item a sclc^ao do mc- 
Ihor siRNA com maior velocidadc* Uma vcz definido o 
melhor siRNA, esse podera ser empregado no sistema 
celular de interesse, ou mesmo in vivo. 

Identificando o Melhor Mctodo para scu 
Experimento 

siRNAs Sinteticos 

A utilizaqao de si RNAs sinteticos (Fig- 14.3) nao 
requer muito trabalho na bancada, ja que, apos sua de¬ 
duce, os siRNAs sao sintetizados em empresa espccia- 
lizada e a link a tarefa a ser realizada e intro duzir esses 
pequenos RNAs na linhagem de celulas adequada para 
scu cstudo. Assim, css a c uma mctodologia bastantc ra¬ 
pid a para definir o melhor siRNA, no entanto, c car a e, 
por tratar-se da transfeeqao de RNAs, sua manipulate 


requer muitos cu id ados para nao haver degradagao. E 
apropriada para experimentos que necessitam de gran¬ 
de s quant id ades de siRNA para a inativagao genic a em 
expert men to s de curta duragao* 

Alem do exempto descrito na figura 14.3, outro mo- 
delo de siRNAs sinteticos foi desenvolvido. Durante a 
investiga 9 ao da indugao de resposta interferon, pode-se 
observar que siRNAs de 25-27 nuceotideo de compri- 
mento pared am ser mais eficientes do que os dc 21 nt 
para a mesma regiao-alvo, sc in apre sent arena a resposta 
ao interferon (Kim etal., 2004). 

o mo do de agao proposto para este siRNAs longos, 
nomead os d siRNAs (Dicer -substrate siRNAs), de scr eve 
que esta forma mais longa de siRNA pode ser reconhe- 
cida e clivadapela Dicer, aumentando aeficiencia de in- 
cor por agio do siRNA no complexo RISC. Dc fa to, foi 
observado um aumento na cficicncia da inativagao ge¬ 
nic a permit! ndo a utilizagao de concentrates me no res 
de RNAs interfe rentes, alem de pro mover um si lenc ki¬ 
rn ento por tempo prolongado (Kim ct al., 2005; Siolas 
ct al, 2005), Um problem a que pode surgir ao usar cssa 
metodologia e que a Dicer pode gerar varios siRNAs a 
partir dc dsiRNAs, com diferentes cficicncias na ina¬ 
tivagao genic a. Para superar cstc problem a, pcquenas 
alteragoes na sequencia de nucleoddeos dos dsiRNAs 
podem dire cion a r a clivagem pel a Dicer em sitio espe- 
cffico, gerando sempre o mesmo siRNA (Amarzguiou! 
et al, 2005), 

Transcrif ao In Vitro 

Jranscrifdo In Vitro de Sequencia Especifica 

Esta metodologia e bastante se me 1 haute a de 
siRNAs sinteticos, uma vez que nela tambem ocorre a 


sense 

5' - TTCGUGCUGAAGAAGUUCAGG - 3' 

3' - GCACGACUUCUUCAAGUCCTT - 5* 

antisense 


Figura 14*3 - Excmplo de siRNAs sinteticos para cGFP {enhanced 
green fluorescent protein) (Sorensen et al., 2003). Note que as ex¬ 
trema d ades 3-TT apresentam-$e em si triples-fita, pots parecem 
import antes para que sejam recon heci das pelo complexo RISC 
(Josua-Tor, 2004). As extremidades TT estiio substituindo as ex- 
tremidades UU, pois alem de ferem um custo menor na sintese do 
RNAj podem protege=lo da aqao de nucleases. Outros mo delo s 
tambem podem set seguidos, como o de Elbashir et al. (2002): 

5'AA(N19)UU. 
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Transcrigao In Vivo 


introduce direta dos siRNAs nas celulas, apropriada 
para experimentos de curta duragao. Entretanto, esta 
metodologia tem a vantagem de ser menos custosa. 

Disponivel em kits (exemplo: Silencer 1 M siRNA 
Construction kit — Anibion), este metodo (Fig. 14.4) 
bascia-sc na produgao dc siRNAs utilizando-se dc 2 
oligonuclcotfdcos {sense c unit sense) previamente dedu- 
zidos a partir da regiao-alvo c sintetizados contcndo 8 
nucleotideos da regiao promotora T7 cm suas extremi- 
dades 5'. Estes nucleotideos serao hibridizados com pri¬ 
mer fornecido pelo kit que, por sua vez, possui a regiao 
promotora T7 completa. Por meio da agio da enzima 
Klenow DNA poll me rase h aver a form agio de duplas- 
fitas de DNA (dsDNAs), utilizando como molde os 
oli go nucleotideos. As dsDNAs {sense e antisense) for¬ 
ma das terao em suas extremidades 5" a regiao promo¬ 
tora T7> podendo ser transeritas in vitro pel a T7 RNA 
polimerase. Urna vez que os RNAs formados sao com- 
plementares, esses podem ser hibridizados e transefee- 
tados nas celulas. 

As desvantagens desta metodologia sao a baixa 
quantidade de siRNAs produzidos e a ja menclonada 
transfeegao de RNAs, embora el a seja otima para a 
identificagao da nielbor regiao-alvo. 

Pool de siRNAs 

Uma outra maneira de garantir a eficiencia da ina- 
tivagao genica c a produgao de siRNAs contcndo di- 
ferentes scqucncias para atingir o mesmo RNA-alvo. 
Esta produgao tambem c obtida por meio da transcri- 
gao in vitro, entretanto, diferentemente da metodolo¬ 
gia descrita aeima, os siRNAs sao formados a partir de 
um fragmento de 200 a 1.000 pb do cDNA do gene de 
inter esse. O principio da transcrigao in vitro e o mes¬ 
mo, porem, neste caso, o cDNA molde e construido de 
forma a possuir a regiao promotora T7 cm cada uma 
dc suas extrcmidadcs (3' c 5’), o que per mite que cstc 
cDNA seja trail sc rito cm a mb as as dire goes, prom oven- 
do a form agio das dsRNAs (Fig. 14.5). Estas softer !o 
a clivagem pela Dicer, produzindo diversos fragmentos 
de siRNAs diferentes. A utilizaglo desta metodologia 
torn a desne cess aria a escolha de uma regiao-alvo e per- 
rnite que o produto genico seja inativado rapidamente. 
Contudo, ela e deli cad a, pois, como dito anterior mente, 
re que r manipulagao com RNA, que pode ser deg rad a- 
do durante o processo. Da mesma maneira que as ou¬ 
tra s metodologias que envolvem a transferencia direta 
de siRNAs, esta nao e adequada para experimentos de 
long a duragao e esta disponivel em kits fornecido s por 
diversas companhias. 


Vetores de Expressdo de shR NAs 

Ao contrario das tecnicas de transcrigao in vitro , a 
metodologia descrita neste topico esta baseada na intro- 
dugao dc plasmldcos que irao dirccionar a transcrigao dc 
shRNAs dentro da celula. Estes shRNAs possuem cerca 
de 50 nucleotideos e sao constituidos de duas pequenas 
scqucncias complcmcntares invertidas, espagadas por 
uma regiao que podc variar dc 3 a 9 nucleotideos (Shi, 
2003), apresentando uma conformagao de grampo. Uti- 
lizando a maquinaria da propria cclula, estes shRNAs 
scrao process ados pcla Dicer endogena formando os siR¬ 
NAs (ver Fig. 14.2). 

As regioes promotoras mais utilizadas para a 
construgao de plasmideos com codigo para shRNAs 
sao as que dtrecionam a transcrigao de pequenos 
RNAs nucleares (small nuclear RNAs — snRNAs), 
como U6 e HI (Tusclil, 2002). Estes promotores slo 
constitutivamente ativos em celulas de mamfferos e 
promo vein a transcrigao atraves da RNA polimerase 
III (Pol III) (Montgomery e Dietz, 1997); esta ini- 
cia a transcrigao a partir dc um unico nudcotideo 
especificOj termina a transcrigao quando encontra 
um grupo de 4 on 5 timid bias e e capaz de produzir 
uma quantidade razoavel de RNA. Por estas caraete- 
risticas, estes promotores sao utilizados para facilitar 
o processamerito dos shRNAs pela Dicer, onde eles 
nao devern possuir capuz na extremidade 5' e sinal 
dc poliadenilagao na extremidade 31 Por isso, a uti- 
lizagao destes promotores e has tan te adequada para a 
produgao de shRNAs. 

Esta metodologia podc scr adquirida cm kits co¬ 
mer cia is ou scr dcscnvolvida cm labor a tor io, uma vcz 
possuindo o plasmideo adequado. A construgao destes 
plasmideos sera mclhor descrita no cxcmplo dado neste 
capitulo. Ela c apropriada para estudos dc media duragao, 
pois os plasmideos nao se integram no genoma hospedei- 
ro, podendo scr perdidos durante as divisocs cclulares. 
Promovendo, assim, uma expressao transients Todavia, 
esta metodologia per mite a inativagao genica por um 
tempo maior do que as que utilizam entrega direta de 
siRNAs que, para obterem o mesmo efeito teriam que 
ser oferecidos constantemente a celula. Outra vantagem 
e a obtengao de clones celulares isolados. A dificuldade 
desta metodologia, por outra lado, e o tempo despendido 
para a construgao dos plasmideos, ja que e uma tarefa 
trabalbosa e, como foi vis to, sao necessarias pelo menos 
tres construgoes por RNA-alvo. 
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Figura 14*4 — M£todo dc produce in vitro do sequence c specific a do siRNAs. Apos a indusao da regiao promotora T7 nas cxtrcmidadcs 
S' do oligoiuideotidcos compicmcntarcB (j^jcc antisense) j per meio da dongacao pda Klcnow DNA polimcrasc, d possivd a formacao ole 
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Figura 14.5 - Metodo de produ^ao in vitro de diferentes sequ¬ 
ences de siRNAs. Estes sao form ados a partir da transcri^ao do 
cDNA do gene de inter esse. Para que ocorra a tianscri^ao in vitro 
deste frag men to e ne cess aria a mclusao de regioes promotoras T7 
em cada uma das extremidades do cDNA escolhido, para que este 
possa ser transcrito cm ambas as dirc^des, promovendo a forma^ao 
das dsRNAs. Isto pode ser obtido atraves da utiliza^ao de primers 
que possuam em suas sequencias uma regiao especrlica para a am- 
piificatj'ao pc la rea^So cm cadcia da poll m era sc {polymerase chain 
reactiori - PCR) do iragmento dcsejado em sua por^ao 3\ c outra 
contendo a regiao promotora T7, na sua por^’ao S'. O fragmento 
form ado apos a rea^ao podera ser transcrito in vitro para a forma- 
^ao dc dsRNAs longas, que scrao clivadas pela Dicer form an do os 
diferentes fragmentus de siRNAs. 


Cassetes de Expressao 

Dentre as metodologias que envolvem a expressao 
dc shRNAs, os cassctcs dc expressao sao construfdos 
mais rapidamcnte 7 pois podem ser obtides por meio de 
duas ou tres reaqoes de ampliiica^ao per meio da tecni- 
ca dc PCR, man ten do a mesma estrutura que a encon- 
trada nos plasmideos: regiao promotora + shRNA (Fig, 
14.6). Esta metodologia foi inicialmente desenvohdda 
por Castanotto ef al. (2002) e hoje ja existent kits de- 
senvolvidos para a produpo destes cassetes (Silencer 1 M 
Express - Ambion) que sao uttlizados diretamente na 
transfeeqao de celulas em cultura, sem a ne cessida.de de 
serem previa mente cion ados em plasmideos. 

E uni otimo metodo para a identifica^ao do siRNA, 
mais eficazna inativa^ao genica, pois tem um custo me- 
nor que os sinteticos e e mais rapido de construir que 
os vetores de expressao. Alem disso, os cassetes sao de 
tacil transteeqao, pois tem tamanhos reduzidos. Esta 
mctodologia pode servir tambem para a identifica^ao 
da melhor regiao promotora para a expressao dos shR- 
NAs, uma vez que os kits comerciais ofereeem as duas 
regioes promotoras mais empregadas, LJ6 c HI. Apesar 
de nao permitir a obten^ao dc clones cclu lares isolados, 
uma vez determinado o meihor cassete, este pode ser 
posterior mente clonado em plasmideo adequado, ja que 
os primers sao desenhados de forma a couter sitios dc 
rcstriqao cm suas cxtremidadcs 5' c 37 
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Figura 14.6 - A regiao promotora, U6 ou Hi, o ampMeada cm 
uma rea^ao da PCR, o primer que ira hibridar com a por^ao 3' 
do elementu pronaotor possui a sequencia do shRNA dc interes- 
se r Asstm, nesra etapa ocorre a forma^ao do cassete precursor de 
cxpressao dc shRNAs. Uma nova ampUfica^ao c rcalizada para a 
obtcn^ao dc uma massa maior do produto a scr utilize do na trans- 
fecfao celular. Nest a nova amplilica^ao, os primers utilizados pos- 
suetn extremidades 5' rnodtficadas (*) que garantem prote^ao as 
cxtrcmidadcs do cassete, ofereccndo maior estabiUdade contra 
DNases no interior da celula. 


Alem das metodologias descritas aqui, recentemente 
do is grupos de pesquisadores independences desenvol- 
veram uma nova abordagem, no qual combi na ram duas 
metodologias em uma unica: Pools de siRNAs inseridos 
cm plasm id cos, form an do bibliotccas dc shRNAs (Shi- 
ranc ct al. 3 2004; Sem ct aL, 2004), Estas cstao scn- 
do utilizadas para a idcntifica^ao da fungao dc genes ja 
dcscritos c dc novos genes por mcio da genetic a re vers a 
(Cullen c Arndt, 2005), 

Exemplo de Construcao de Plasmideos 
Contendo Codigo para shRNA 

O objetivo dcste capitulo c capacitar o Icitor a csco- 
lhcr o mclhor metodo dc inativa^ao do gene de intercssc 
por RNAi c ajuda-lo a utiliza-lo, Ncssc sentido, sera 
utilizado eonio exemplo um modelo de construcao de 
plasmideos de express ao de shRNAs para a inativa^ao 
do gene Gfp {green flu orescent protein ) 7 que e oriundo de 
uma especie de agua-viva ( Aequoria victoria), expressa 
umaprotefnabioluminescente c e a mplamente utilizado 
como reporter tan to in vitro como in vivo , Regioes-ab 
vos reais utilizadas no silcnciamento genico obtido por 
outras metodologia (Sorensen et al,, 2003; Tisconia et 
al., 2003; Mousses et a 1., 2003; Leirdal e Sioud, 2002 
(Fig. 14.6), serao empregadas apenas como referenda 
para a eonstrugao do siGFP (siRNA-GFP), Este ? por 
sua vez T pode funcionar tanto como um controle positi¬ 


ve da RNAi, demonstrando que o sistema celular utili¬ 
zado e capaz de desencadear a inativa^ao do gene-alvo 
com especificidade, quanto ser utilizado como controle 
negative, demonstrando que nao interfere na expressao 
de outros genes. 

Equipamentos 

- Banho refrigerado (16 U C), 

- Cuba e fonte para eletroforese. 

- Fluxo laminar. 

- Espectrofotometro, 

- Incubadora com injepao de CO.. 

- Material plastico esteril para cultura dc cclulas. 

- Microscopic de luz. 

- 1 J ip c tador au to matico. 

- Pip etas para os volumes: 20 pL, 200 pL, 1000 uL. 

- Ponteiras para pipetas. 

- Refrigerador. 

- Termociclador. 

Reagentes e Produtos 

- Agarose. 

- Bacterias compete ntes. 

- Brometo de etideo. 

- Cilindro dc a CG ? a 5%. 

- Enzimas de restrfoao Bbs 1 e Xho 1. 

- Linhagem celular (293 ou HeLa). 

- Lipofectamina. 

- Meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM). 

- Oligonudeotidcos previamente deduzidos (ver texto), 

- pEGFP-N3, 

- Plasmideo contendo a regiao promotora U6. 

- Primers: 

T3 5- AATTAACCCTCACTAAAggg -32 
T7 5 - gTAATACgACTCACTATAgggC -32 

- Soro fetal bo vino. 

- T4 DNA ligase. 
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a e Bracedi me n tos Teenicos 


Metodologias n ecessdrias 

- Neste capitulo nao serao desericas as seguintes mc- 
todologias citadas: 

Produ^ao dc bactcrias competentes (Sambrook ct al., 
1989). 

Transformable bacteriana (Sambrook et al., 1989). 

S equendamcn to auto m atico* 

Prepara 9 ao em pequetia esc ala - mini -prep (Sam¬ 
brook et al*, 1989); ou protocolo do fornecedoi; 

Preparapao em media escala — midi -prep (Sam¬ 
brook cr al., 1989); ou protocolo do forncccdor. 

- Op^oes para verifica^ao da expressao do gene de interest: 
Citometria de fluxo (Capitulo 25). 

Northern blotting (Capitulo 6 ). 

PCR cm tempo real (Capitulo 10 ). 

Western Molting (Capitulo 23)* 

EquipamentoSy Produtos, Reagentes e Solupes 
Necessaries para as Metodologias ndo Descritas 

- Ampidlina. 

- Ncomidna. 

- Ccntrifugas. 

- Cloreto de calcio. 

Estufa com agitapao para cultura de bactcrias* 

- Gltcerol. 

- Kit para o sequenciamento automatico. 

- Kit para e midi-yjrfp. 

- Meio de cultura para bacteria s Luria-Bertani (LB).. 

& 

- Meio de cu Itura Luri a- Bertan i com agar (LB - Agar). 

- Scqucnciador automatico* 

- Vidraria e material plastico esteril para cultura de 
bacterias. 

- Vortice* 

Deduzindo Oligos 

Utilizando a sequencia do cDNA do gene de i ute¬ 
res se, como por exemplo o gene eGFP ( enhanced GFP) 
(Pig. 14.7) contido no pksmideo pEGFP-N3, siga os 
pontos principals para identificar o si RNA. Note que os 
tres exemplos citados neste capitulo sao alvos que com- 
provadamente inativam o GFP, apesar de distarem em 


ate 940 bases do pri meiro ATG (Sorensen et al., 2003; 
Tisconia, 2003; Mousses, 2003; Lcirdal e Sioud, 2002 ). 

A partir de cad a uma destas sequerreias, dois oligo- 
nucleotideos com pic men tares devem scr desen h ados c 
sintetizados* Quando hibridizados formarao adupla-fita 
com codigo para shRNAs (Fig. 14.8). As extremidades 
5’ de cada oligonucleotideo devem con ter os nucleott- 
deos necessanos para a ligaqao posterior nos sftios tie 
rcstri^ao do plasmideo. Para clonar os oligonucleotide os 
com codigo para sliRNA no pi asm id eo pBS/hU 6 -l (Qin 
et ak, 2003 — Fig. 14.9), derivado do plasmideo pBlueS- 
cript SKIT (St rat age ne), devem ser utilizados os sftios de 
rcstri^ao Bbs 1 c Xho L Como cxcmplo, os oligonuclcoti- 
deos da regiao 1 (Fig. 14.7} (Sorensen et al., 2003) to ram 
deduzidos e estao descritos na figura 14.8. Em itdlico , 
cstao dcstacados os nuclcotidcos rcfcrcntcs aos sitios dc 
rcstri^ao para elonagem, cm caixa aka c circundado csta 
destacado o nucieotideo de inicio da transcri^ao. Note 
que o plasmideo possui o promotor U 6 e, portanto, o 
pri meiro nucieotideo e um G* As r eg iocs sublinhadas 
sao as regiocs espapadoras, que separam as rcgidcs com¬ 
plement ares que formarao o shRNA (ver Fig. 14.2). Os 
Ts (e respecti vos As comple men tares) sao as regiocs de 
sinalizapao de termino de transcribe* F, finalmente, em 
cinza escuro e claro as regiocs sense e antisense que for¬ 
marao a dsRNA apos a transcribe, respect ivamente. 

Hibridapao dos Oligonucleotfdeos 

Os oligonucleotfdeos deduzidos c sitentizados de¬ 
vem scr hibridizados utilizando-sc 50 ng de cada um 
dos oligonucleotfdeos do par (sense C antisense), em tarn- 
pao de anelamento (Tabela 14.1), com volume final de 
50 fiL. A mistura devc scr incub ad a a 88 °C por 2 min, 
65°C por 10 min c 37°C por 10 min (utilizar tcrmoci- 
clador). 

Ligapao 

Para a elonagem dos oligonucleatideos previa men¬ 
te anelados, o plasmideo pBS-hU 6 -l (Qin et al., 2003) 
(Fig. 14.9) deve ser clivado, por meio das enzimas de 
restripao Bbs T e Xho I* Assim, a clivagem de 2 pg de 
plasmideo e obtida, uttlizando-se 5 unidades de cada 
enzima por reapao com volume final de 30 pL, com o 
tampao indie ado peio fornecedor. A amostra deve ser 
aplicada em gel de agarose a 0,7%, TAF con cent rado 
lx (Tabela 14.1), 0,5 pg/mL de brometo dc etidio c 
submetida a clctroforcsc a 50 Volts por 30 min para a 
verificapSo da clivagem.. Como re suit ado, pode-se ob- 
servar a presenpa de um unlco fragmento de .3,2 kb, de¬ 
mo nstr a ndo a lincarizapao do plasmideo* 
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tagttottaa 

tagtaatoaa 

ttaoggggto 

attagttcat 

agcccatata 

tggagtteeg 

61 

cgttacataa 

cttacggtacH 

[Vrg^ccogoc 

tggetgaccg 

cccaacgfl.cc 

occgccca tt 

121 

gaegtcaata 

atgaegtatg 

ttcccatagt 

aacgooaata 

gggactttcc 

attgaegtea 

181 

atgggtgg&g 

tatttacggt 

aaaotgocoa 

cttggcagta 

oatcaagtgt 

atcatatgcc 

241 

aagtacgccc 

cctattgaeg 

tcaatgacgg 

taaatggcce 

gcctggeatt 

atgcccagta 

301 

catgacctta 

tgggacrtt tC 

etaettggea 

gtacatctac 

gtattagtea 

tegetattac 

361 

catggtgatg 

cggttttgge 

agtacatcaa 

tgggcgtgga 

tageggtttg 

actcacgggg 

421 

atttccaagt 

ctccacccca 

ttgacgtcaa 

tgggagtttg 

ttttggcacc 

aaaatcaacg 

481 

ggactttcca 

aaatgtcgta 

aoaactccgo 

cceattgacg 

ca&atgggeg 

gtaggcgtgt 

541 

acggtgggag 

gtctatataa 

gcagagctgg 

tttagtgaac 

cgtcagatcc 

getagegeta 

601 

ccggactcag 

atetegagot 

caagettoga 

attctgcagt 

cgacggtacc 

gogggeeegg 

661 

gateoatege 

caccatggtg 

agcaagggcg 

aggagctgtt 

caecggggtg 

gtgcccatcc 

721 

tggtcgagct 

ggaeggegae 

gtaaacggoo 

acaagttoag 

ogtgteegge 

gagggegagg 

781 

gogatgccac 

ctacgGCAAG 

CTGACCCTGA 

AGTTCATotg 

caceaccggc 

aagctgcccg 

841 

tgccctggcc 

caccctegtg 

accaccctga 

ectaeggegt 

gcagtgcttc 

agccgctacc 

901 

oogaocacat 

gaagcaGCAC 

GACTTCTTCA 

2 

AGTCCgocat 

geeegaagge 

tacgtccaGG 

961 

AGCGCACCAT 

CTTCTTCaag 

gaegaeggea 

aotacaagae 

oegogeegag 

gtgaagtteg 

1021 

agggegacac 

cctggtgaac 

cgcatcgagc 

tgaagggcat 

egaettcaag 

gaggaeggea 

1081 

acatoctggg 

gcacaagotg 

gagtacaact 

aoaacagcca 

caaogtetat 

■ ? * 



Kigura 14.7 — Sequencia parcial do eGFP utilizada para a identifica^ao de alvos para a atuafao de siRNAs. ATG = codon de inicio da 
trading a o; Rcgiao 1 = scqueneia-alvo utilizada por Tiseonia et al. (2003) na construct) dc lcntivirus e Mousses etal. (2003) na constru^ao 
dc siRNA sintetieus; Rcgiao 2 - sequencia-alvo utilizada por Sorensen et al. (2003) na constru^ao de siRNA sintetieos e LeLrdal e Sioud 
(2002) na construe;ao de siRNAs por transcri^ao in vkro\ Regiao 3 = sequencia-alvo utilizada tambem por Leirdal e Sioud (2002) na cons- 
tmf ao de siRNAs por transcri^ao in vitro, Estas scquencias utilizadas para a produ^ao de siRNAs por diferentes metodos scrao utcis para 
exempli dear a constru^ao de plasmideos que express am shRNAs, 


Tiibela 14*1 - Solu^oes utilizadas nas etapas de hibridapao dos Oligonucleotide os; ligat So e experimentos em cuitura de linhagens eelu- 
lares human as. 


Solufoes 

Preparo 

Ann aze n a m en to 

Ta mpao Tr is- ae i do - ace tico 
(TAE) - coneentrado lx 

40 mM tris-acetato 

1 mM EDTA 

Temperatura ambiente 

tripsina-EDTA 

Trip sin a a 0,5% 

EDTA a 0,2% 

NaCl a 0,71% 

KC1 a 0,04% 

Glicose a 0,1% 

NI ICO, a 0,0035% 

Vermel ho de fenol a 0,001% 

Geladeira (4°C) 

Tampao de anelamento 

100 inM tris (pH 8,0) 

.SO mM MgCl, 

Freezer (-20°C) 


NaCl a 0,82 % 


Tampao fosfato sal in a. sem calcio e 
setr magnesio (P LIS) 

KC1 a 0,02 % 

KH.PO, a 0,02 % 

Na.HPO, a 0,115 % 

Geladeira (4°C) 

DM EM com soro a 10% 

Dissolver 13,5 g de rneio em SOD mL de 
agua ultrapur a; depots de dissolvido adi- 
cionar 1,2 g de NaHCO. ( " e os antibioticos 

25 mg de ampieilina (25 mg/L) e 100 mg 
de snl fa to de estreptomicina 100 mg/L. 

A jus tar o pi I = 7,4 e completar o volume 
para 900 mL. Filtrar em membra na com 
poros de 0,22 pm e adieionar 100 mL de 
soro fetal bovino esteril 

Geladeira (4 IJ C) 
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Figura 14,8 - Dcdu^ao de ol igu nu dc otideos eomplernentares que, quando hibridizados, forma m a dupla-fita corn codigo para o sfiRNA 
desejado. 


Uma vcz digerido, utilize 5 a 10 ng do plasmldco li¬ 
ne arizado para a ligaqao com 2 ng dos oligonucleotide os 
hibridizados por meio da a^ao de 0,5 unidade da enzi- 
ma T4 DNA ligase e tampao indicado pclo fornecedor, 
com volume final dc 10 pL. A rca^ao deve scr mantida 
a 16°C/1-12 h (utilizer banho refrigerado ou termoci- 
clador). 

As ligandcs obtidas devem scr utilizadas na trans¬ 
fer ma^ao dc bacterias compctcntcs c pkqueadas cm 
LB-agar coritendo 50 pg/mL de ampicilina. Uma vez 
que o plasmfdeo pBS-hU6-l possui gene que. confere 
resistencia a ampicilina, as coldnias obtidas na transfer- 
maqao serao aquelas que receberam o plasmfdeo ligado. 
Os plasmid eos const mid os, pBS/hU6-lsiGFP devem 
ser recuperados do interior das bacterias at raves de pre- 
para^ao em pequena e seal a (m i n \ prep a raqao , do ingles- 
mini-^rc/f), para posterior analisc das construcoes. 

Verifica^ao da Construe ao 

Sequenciamento dos Plasmtdeos 

As const rupees obtidas por m\m-prep devem ser 
sequenciadas com os primers T3 e T7 (fornecido por di¬ 
verse empresas ), que sc cncontram a 5' c 3", respect!- 
vamente, do sftio dc cion agem multipla do plasmfdeo 
pBS-hU6-l, para a verificaqao da integridade da cons- 
trupao. A utilizapao de 0,5 a 1,8 pg de cada DNA plas- 
m ideal e suficiente para sequenciamentos automations, 
seguindo as especificanoes do fabricante* Quanto melbor 
a qualidade do DNA, mais facil de se obter um bom se¬ 
quenciamento, port auto, se possivel, utilize kit comer dal 
de mini -prep. 

Uma vez obtida a construpao desejada, esta deve ser 
produzida em media esc ala (midi-^re^) para posterior 
transfeepao na linbagem de celulas. 


Bbsl 



Figura 14.9 - Representafio esquemzLtiea do plasmideo pBS/ 
hU6-l (Qin ct al. f 2(303), Amp = gem: que confere resistencia a 
ampieilina em celulas procariontes; Col El - origem de replication 
U6(-328A1) = regiao promotora do gene U6 humano (RNA Pol 
III); T3/T7 = primers (Stratagem) que flanqudam o sftio de mul¬ 
tiple elonagem. 


Experimentos em Cultura de Linhagens 
Celulares Humanas 

Manmeio das Linhagens 

Como dito anteriormente, as linhagens 293 e TIeLa 
venn sen do amplamente utilizadas para a validapao de 
siRNAs e serao utilizadas como modelo. 

Estas celulas podem ser eultivadas em meio de cul¬ 
tura DM EM contendo 10% de soro fetal bovino (Tabe- 
la 14J) em estufa a 37°C e 5% de CO,. 
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O processo de tripsin iza^ao consiste cm lavar duas 
vezes as celulas com 3 mL de PBSA e acrescer a elas 
0,25% de tripsina-EDTA (Tabela 14.1) nas seguintes 
quanfidades; 0,3 mL — placas de 35 e 60 mm de dia- 
metro; 0,5 mL — placas de 100 mm de diametro. Apos 
as cclulas estarem cm suspcnsao, adiciona-se mcio de 
cultura contendo soro para a inibi^ao da a^ao da trip- 
si na e para a homogeneiza^ao. 

Transfecf&o atraves de Lipossomos 

Semelhante a transfec^ao com ODN-lipofectina, 
dcscrita no Capitulo 13, cclulas (293 ou HcLa) com 
80% de confluencia, em placas de 35 mm de diametro, 
devem scr transfectadas com 2 pg dc DNA plasmideal. 
Uma vez que o GFP nao e um gene endogeno, as eelu- 
las devem scr cotransfect ad as com pEGFP-N3 (4,7 kb) 
(Cl on tech) que cootem um gene que con fere resistencia 
a neomicina, juntamente com o pBS-hU6-lsiGFP (3,2 
kb), em uma propoiqao 1:5 (Tisconia et al., 2003). Para 
manter esta propor^ao, e necessario levar em conta os 
pesos molccularcs dc cada um dos plasmidcos. Assim, 
deve-se usar 3,4 pg de pBS/liU6-lsiGFP para cada 1 
pg dc pEGFP-N3* O DNA c acrescido dc mcio sem 
soro fetal bovino, em um volume final de 100 pL. A 
esta mistura adiciona-se 10 pg de lipofectamina, pre- 
viamente dikudos em meio tambem sem soro, em um 
volume final de 100 pL. Trabalhe sempre com duplica- 
tas e tamhem fazer os controles: celulas nao transfecta™ 
das c transfectadas apenas com pEGi'P-N3. 

Apos 30 a 45 minutos em temperatura ambiente, os 
200 pL da mistura DNA/lipossomo devem ser acre sol¬ 
do s dc 0,6 mL dc mcio dc cultura sem soro c colocados 
em contato com as celulas. Esta soluqao deve ser subs- 
tituida apos 5 boras, por mcio dc cultura com 10% dc 
soro fetal bovino, pois lipossomos sinteticos sao toxicos 
para as celulas. 

Apos 24 boras, as cclulas transfectadas, bem como 
as controles, devem ser exp and id as para placas de 10 cm 
dc diametro com mcio DM EM contendo 400 pg/mL de 
neomicina, para a obtenpao de clones e pools celulares. 

Detec^ao da Expressao Genica 

A expressao do gene eGFP pode ser avaliada apos 
24 boras cm microscopic dc fluorcsccncia (Tisconia ct 
ah, 2003). Este e o tempo necessario para a observa^ao 
da expressao dc cGFP nas celulas controles (transfec¬ 
tadas apenas com pEGFP-N3)* Entretanto, sc houver 
co let a de clones celulares, a eficiencia da inativa^ao 
podera ser mais hem observada apos duas sem an as,, 
quando os clones ja estarao forma dos apos a sele^ao 


com neomicina. Ja a quantifica^ao da diminui^ao da 
expressao pode ser reaiizada por citometria de fluxo 
(Capitulo 25), PCR em tempo real (Capitulo 10) ou 
metodos mais convention ais como Northern blotting 
(Capitulo 6) ou Western blotting (Capitulo 23}, Com 
cxcc^ao da citometria dc fluxo, qualquer que seja o tipo 
de mefodologia empregada, a expressao de um gene 
controle deve ser utilizada para normalizar a expressao 
entre as amostras (cxcmplo: CAPDH). 

A cscolha do metodo de avalia^ao da expressao e 
bastante importante e deve levar em conta aspectos pe- 
culiares da expressao do gene a ser inativado, como, por 
cxcmplo, o tipo dc tccido cm que c expresso, sc a expres¬ 
sao do gene e temporal ou induzida sob certas circuns- 
tancias. Por exemplo, a verifica^ao da expressao de genes 
cnvolvidos com ciclo cclular pode ncccssitar dc padroni- 
zagao previa dc sincroniza^ao do crcscimcnto das cclulas 
utilizadas como controle versus celulas contendo si RNA, 
para uma compara^ao fidedigna. Nestes casos, tambem e 
ncccssaria a cscolha dc gene norma lizador que nao esta 
cnvolvido com o ciclo cclular (cxcmplo: (5-act in a). 

Kvitando e Resolvendo Problemas em 
seu Experiment*) 

1“) Durante a construqao do plasmideo de expressao 
de shRNA e muito comum encontrar lalso-positivos, 
devido a digestoes parciais do plasmideo. Se este for cli- 
vado apenas com uma das enzimas, quando for reaiiza¬ 
da a rea^ao de liga^ao liavera ligaqao de plasmidcos sem 
inserto. Portanto, faqa controles das digestoes, transfor¬ 
ms do bactcrias com plasmidcos clivados com uma ou 
com outra enzima. Sc as bactcrias crescerem nas placas 
scmcadas, c sinal dc que a digestao foi parcial. 

2") Case o modcio experimental exija a inativa^ao 
genica cm cultura de celulas prim arias, ou em modcio 
animal, recomend am-se utilizar cclulas transform ad as 
(como as cicadas ncstc capitulo) para a idcntifica^ao do 
melhor siRNA. Apos esta identifica^ao, o siRNA csco- 
lhido pode ser transfer ido para um sistema de entrega 
mais eficiente, como, por exemplo, particular virais. 

3°) Na inativa^ao de genes endogenos e impor¬ 
tante caracterizar a expressao do gene a ser inativado 
no modelo experimental, pois muitos genes possuem 
expressao diferencial entre os tecidos. Se a linhagem 
celular utilizada para a escolha do siRNA efetivo nao 
for a mesma que sera real men te utilizada no estudo, e 
apropriado fazer uma anaiise comparativa da expres¬ 
sao do RNA-alvo entre os diferentes tipos celulares a 
serem estudados. 
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IS. Analise da Expressao Genica nas Celulas e 
Tecidos: Hibridafao In Situ Nao Radio at iva 


Fa bio Dan was Nunes 


Introdu^ao 

As tecnieas dc Hibridafao in situ perm item a lo- 
calizafao de sequencks espedficas de DNA ou RNA 
em cromossomos, celulas ou tecidos, ao contrario dos 
homogeneizados que ape nas in form am a presenfa ou 
ausencia de um acido nucleico. Essas tecnieas sao ba- 
seadas no principio dc Hibridafao que pode ser des- 
crito como a formafao de duplex de bases pareadas, 
sequenck-espedficas, a partir de qua 1 quer combinaf ao 
dc fragmentos dc acidos nucleicos, usualmente in vitro. 
A despeito da grande cspecificidadc c ampla aplicabili- 
dade, essa tecnica tern estado limitada aos lab oratorios 
de pesquisa. Esse fato provavelmente se deve ao uso de 
sondas radktivas e alguns problem as associados com 
sua utilizafao, bem como ao tempo de spend i do ern 
algumas tecnieas aux ilia res para o prepare da sonda. 
A maioria desses obstacuios c sup c rad a com o uso dc 
sondas nao radiativas, c scu uso sc tornara progressi- 
vamente comum com a disponibilizaqao de um maior 
numero de kits comerciais. E mb ora a sensibilidade da 
Hibridafao in situ seja menor que outras tecnieas como 
PCRe Northern blotting, ela e muito util na identifica- 
f ao de transcritos de um gene corn baixa exp res sao em 
um dado tecido, mas com altos niVeis de expressao em 
um tipo de celulas desse mesmo tecido (Lodish, 2000). 
Porem, sc o mRNA dc deter min ado gene tent baixa 
expressao pode scr dificil localiza-lo. Sao varies os 
metodos nos quais se utiliza Hibridafao de acidos nu¬ 
cleicos (Strachan; Read, 1999): Hibridafao in situ flu¬ 
oresce ntc (FISH), Northern blotting. Southern blotting , 
Hibridafao in situ de cromossomos, Hibridafao geno¬ 
mic a comparativa, entre muitos outros. Recentemente, 
ate metodos para a dctccpao dc microRNA tem si do 
dcscritos (Wheeler, 2007), Neste capftulo abordare- 
mo s a Hibridafao in situ utilizando ribossondas, prin¬ 
cipal mente, alem dos varios principios que cercam essa 
tecnica e que podem scr utilizados em outros metodos. 


A tabela 15.1 compara diterentes tipos de sonda, suas 
vantage ns c dcs vantage ns, 

Preparo do tecido 

Fixacao 

O material a ser us ado deve ser rapidamente fixa- 
do depois de col hi do para minimizar a atividade de 
enzimas endogenas e a alterafao dos acidos nucleicos, 
bem como evitar degradafao, No estudo de transcri- 
tos de m RNA esse fato e particular mente importante 
porque o RNA e muito facilmente degradado. Quan- 
do nccessario; o tecido deve scr cortado cm pedafos 
men ores que 1 cm para uma penetrafao adequada do 
fixador e fixafao- homogenea. 

Sao dois os principals tipos de fix ad ores utilizados: 
os aldeidos (por exemplo, paraformaldeldo e glutaral- 
deido) e os precipitadores de proteina (por exemplo, 
metanol e bourn). Os fix adores aldeidos promovem re- 
afocs cruzadas entre as molcculas c levam a uma boa 
morfologia, porem a permeabilidade do tecido e redu- 
zida e consequentemente a penetrafao dos reagentes e 
da sonda. Os fixadorcs que precipitant protemas nao rc- 
duzem muito a pcrmcabilidade, mas a morfologia pode 
ser comprometida, bem como a preservafao dos acidos 
nucleicos. Fixadores aldeidos sao tambem problem ati- 
cos para sondas marc ad as com substand as fiuorcscen- 
tes, provo can do autofiuorescencia. To dos esses fatorcs 
sao dependentes principalmente da concentrafao e do 
tempo de fixafao, 

Perm eabiliza^ac 

E comum o uso de enzimas (por exemplo, protei¬ 
nase K, pepsin a e pronase E) para digerir protein as e 
auxiliar a penetrafao da sonda e reagentes, principai¬ 
nt ente quando o tecido e preso com fix adores do tipo 
aideldo, e mesmo outros reagentes, como o acido clori- 
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Tabela 15,1 - Vantage ns e 
Quenzer, 1997). 

desvantagens das sondas usadas em TJibrida^ao 

in situ (ad apt ado de Feldman; Meyer; 

Tipo de sonda 

Vantageits 

Desvantagens 

DNA (dupla fir a) 

Facil de usar 

Subclonagcm nao c necessaria 

Possibiiidadc dc amplificavao dc sinal 
Metodos dc marca^ao a eseolfia 

Atividade especifica alt a 

Reassocia^ io da sold a durante a hi- 
brida^ao dimimiindo sua disponibili- 
dade 

Maior comprimcnto da sonda neces¬ 
sario com menor penetra^ao tecidual 
Hibridos me 110 s estaveis que as sondas 

dc RNA 

DNA (fita unica) 

Nao e necessaria desnaturagao 

Nao reassocia durante a hibrida^ao 

Complexidade tecnica 

Subclonagcm e necessaria 

Hibridos menos estaveis do que 
sondas de RNA 

Necessaria desnatura^ao da sonda 

RNA 

Estabilidade dos hibridos 

Alta atividade especifica 

Nao e necessario desnaturafao da sonda 

Nao reassocia 

Sonda nao hibridada pode ser dcstruf- 
da enzimaticamente 

Necessario subclonagcm 

Menor penetra^ao tecidual 

Oligo uncle otideo 

Nao 6 necessario cion a gem 

Es ravel 

Boa penetrate tecidual (menor tamanho) 

Nao auto-hibrida 

Me to do limitado de marea^ao 

Menor atividade especifica, portanto 
menor sensibilidade 

Depende de sequencias publicadas 
Hibridos menos estaveis 


drico (TIC1). 0 procedi mento de permeabiliza^ao deve 
ser extensivamente otimizado, espedalmente a concern 
tra^ao da enzima, pois depende deste, muitas vezes, a 
obten^io de um btimo resultado, principal me nte por- 
que as con diodes de permeabiliza^ao vao depen der do 
tipo dc tecidoj quantidade dc colageno e de celula, cntrc 
outros fatorcs. Devido a esses fa tores, o tempo dc per- 
mcabdiza^ao tambem deve ser otimizado, c sua dctcr- 
minapao e muitas vezes empiric a, tomando por base um 
protocolo ja existente (ver a seguir). 

Sintese e Preparo da Sonda 

Quando uma solu^ao aquosa dc DNA c aquecida a 
100 °C ou c exposta a um pH muito alto (pH > 13,0), 
as formas quimicas que mantem os pares dc base com- 
plementares unidos sao rornpidas e a dupla heiiee rapi- 
damente se dissocia em duas fitas imieas. Este me to do, 
denomlnado desnatura^ao do DNA, pode ser revertido 
em um processo ebamado I librida^ao se as fitas esti- 
verem proximas em condi 90 es adequadas. Ess a rea^ao 
de Hibridafao pode ocorrer entre duas fitas unicas de 
qualquer cadeia de acido nudeico (DNA/DNA, RNA/ 


RNA, ou RNA /DNA), desde que sua sequencia de nu- 
cleoti'deos seja com pie men tar, Essa rea^ao de Hibrida- 
£ao e muito especifica e amplamente usada para locali- 
zar e caracterizar sequencias especideas de nucleotideos 
em moleculas de DNA e RNA. 

As moleculas dc fita umca dc acidos nuclcicos 
ut i 1 i zados para en c 0 n tra r s equen c i as comp!e m cn t a rc s s ao 
conhccidas como sondas- Estas moleculas, quepossucm 
marc adores qufmicos ou radiativos, podem variar de 
15 a milhares de nucleotideos de extensao, Rea^oes 
de Hibrida^ao usando sondas de DNA, por exemplo, 
sao tao sensiveis e espec ideas que el as podem detectar 
sequencias complemen tares presentes em concentrates 
tao baixas quanto uma mol ecu la por cel u la. E possivel 
determinar quantas copias de qualquer sequencia de 
DNA estao presentes em uma amostra de DNA em 
particular. A mesma tecnica pode ser utilizada para 
pro cur a r por genes simi lares mas nao identicos. Para 
encontrar um gene de interesse em um organismo cujo 
genoma ainda nao tenha sido sequenciado, por exemplo, 
uma pequena sequencia do gene conhecido pode ser 
usada como sonda. 
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lima etapa critic a da ISH e a escolfaa e o prepare da 
sonda a ser utilized a. Existem varias formas de se prepa- 
rar a sonda, uma das mais us ad as e aquela na qual apos 
amplilicapao do RNA por RTVPCR {jeveise-hanscriptase 
PCR), para genes com sequencia conhecida obtida na 
p agin a do NCBI, por exemplo, e suite se do cDNA, o 
pro du to c don ado cm vetor que possui sitios para enzi- 
mas RNA poli unerases, como SP6 e T7 # que promovem 
transcribe in vitro levando a obtenpao da sonda (ver pro- 
tocolo). Essa sonda de RNA e de fita simples, o que au- 
menta a ehciencia da Hibridapao, As sondas podem ser 
produzidas e marcadas com digoxigenina-UTP usando 
kits dispomveis comcrcialmcntc, ou seguindo o protocolo 
dcscrito a seguir* As sondas de RNA possucm um tama- 
nho otimo de 200 a 500 pares de base, embora sondas 
maiores possam ser utilizadas (Valenzuela, 2006). 

Estringencia 

O ter mo estringencia d esc r eve se as condipoes da 
rcapao de Hibridapao favorecem ou nao a formapao de 
pontes de hidrogenio, As pontes de hidrogenio mantem 
as fitas de acidos nucleicos imidas, e mu it as con diodes 
podem afetar essas ligapoes. Assim, a condRao que des- 
favorecc a formapao dc pontes de hidrogenio e, port an¬ 
te cxigc maior identidade dc sequencia para que duas 
molcculas dc acido nuclei co permanepam h lb rid a das c 
descrita corno de maior estringencia. 

A estringencia e control ad a pel a temperatura, con- 
dipbes idnicas e concentrapao de moleculas que dificul- 
tam a formapao dc hibridos (exemplo, forma mid a) na 
solupao dc Hibridapao, tambem chain ados de agentes 
desnaturantes, e nas solupbes de lavagem p os-Hibrida¬ 
pao. Sob condipoes de alta estringencia, ape nas sonda 
corn grande similaridade a sequencia ern estudo conti- 
nuara hibridizada* Em condipoes de baixa estringencia, 
a probabilidadc dc pareamento inadequado de nuclco- 
tfdcos aumenta, c a c sped fid dadc diminuu Muitas va- 
riapoes na solupao de pre-Hibridapao ou Hibridapao sao 
sugeridas em varies protocolos de Hibridapao in situ, 
todos tentando obter a melbor estringencia, de forma a 
favorecer um sinal especifico* Alem de diferentes solu- 
poes sal in as, os reage ntes de bloqueio tambem van am e 
incluem RNA de levedura, esperrm de salmao, solupao 
de Denhardt e suas combinapoes. 

A temperatura e as concentrapoes de sais tern um 
efeito direto no resultado da Hibridapao. A temperatu- 
ra de Hibridapao a ser utilizada pode ser calculada por 
diferentes formulas* Uma formula usada para hibridos 
de RNA-RNA e temperatura de melting (T") = 79,8 + 
18,5 log (+Na) + 0,58 (% GC) + 0,0012 (% GC) 2 - 820/ 


numero de pares de base - 0,35 (% formamida) - 500/ 
pares de base da sonda. A mesma formula e modificada 
para hibridos de RNA-DNA, Tm = 79,8 + 18,5 log 
(+Na) + 0,58 (% GC) + 0,0012 (% GC) 2 - 820/ numero 
de pares de base - 0,5 (% formamida)* No entanto, a 
Tm tambem deve scr otimizada, c a temperatura para 
sc iniciar cssa otimizapao pode hear entre 15 e 25°C 
abaixo da Tm obtida pel a formula. Alem disso, hibri¬ 
dos de RNA-RNA sao geralmente 10-15°C mais esta- 
vcis que os dc DNA-DNA ou DNA-RNA e, portanto, 
as condipbcs dc estringencia devem ser maiores* O so- 
dio (Na) na formula e dado pel a sua concent rapao na 
Solupao dc Clorcto dc Sodio c Citrate dc Sbdio (SSC, 
Tabcla 15*2). Dcvc-sc lembrar que cm solupocs com 
baixa concent rapao de sais (baixa forpa ionica) as fitas 
tendem a se separar mais facilmente. 

Hibrida9ao 

Estando a sonda c a scqucncia-alvo cm fit a unica 
(para a deteepao de sequencias de DNA e necessario des- 
naturar prime!ro), geralmente, deixa-se a sonda para hi- 
bridar por 18 horas* Para sondas dc DNA, a temperatura 
fica cm tor no dc 37°C, c para sondas dc RNA, entre 50 
e 55°C, o que geralmente se situa de 15 a 25°C abaixo 
da Tm. Pam sondas marcadas com radioisotopes, a con¬ 
centrapao pode bear de 0,1 a 0,3 ng/mL por kb, c sondas 
nao radiativas geralmente sao usadas em concentrapoes 
maiores, de 0,5 a 2 ng/mL. As sondas em concentrapao 
alta produzem sinal de fundo inespecihco. 

As sondas siio aplicadas sobre o material na solupao 
denominada dc Hibridapao* Dentre os possfveis rcagen¬ 
tes presentes nessa solupao, temos: 

Formamida - agente desnaturante que desestabiliza 
as pontes de hidrogenio. 

SDS - sulfato de sodio dodecila auxilia na penctra- 
pao da sonda agin do como agente umidificadou 

tRNA ou DNA nao marcado - bloqueia a Hibridapao 
da sonda a sitios inespedficos (como dtoplasma). 

A taxa de Hibridapao depende do tamanho da son¬ 
da, complex id ad e da sequencia e concentrapao. Em 
geral, sondas longas tem uma taxa mais lenta devido a 
difusao limit ad a no tecido. 

Tao import ante quanto a Hibridapao e a lav age m 
pos-Hibridapao. Essa lavagem e geralmente realizada 
com uma solupao um poueo mais estringente epe a so¬ 
lupao de Hibridapao para retirar a sonda que esta in- 
completamente associada. A temperatura de lavagem 
pbs-Hibridapao difere da temperatura de Hibridapao, 
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a 20 °C aba ixo, e essa temperatura e sen do determ inada 
empiric amente. 

Detec^ao da Sonda 

Nas rca^ocs dc Hibrida^ao, a for^a da liga^ao c litre 
a sonda e a sequentia em estudo e rnuito importsnte. 
Essa for^a e maior para as liga^oes RNA-RNA, decres- 
ectido para DNA-RNA e DNA-DNA* A estabilidade 
da liga^ao tambem e i nfluenciada pelas con didoes da 
Hibrida^aOj como concentra^ao da form amid a, concen- 
tra^ao de sais, temperatura, entre outros. 

Varios sao os sistcmas de detectao c marca^ao da rc- 
a^ao dc Hibrida^ao c, dentre cles, um dos mais conhcci- 
dos por se mostrar mais sensivel e duravel e o da biotina. 
Nesse si stem a, a sonda marcada com biotina e detectada 
por meio da interapao com uma estreptavidina previa- 
mente conjugada a um “reporter 1 , que geralmente e uma 
enzima como a fosfatase alcalina, por exemplo. Esta ul¬ 
tima, quando em contato com sen substrato, torna-se 
capaz de hidrolisarum substrato colorigenico, fluoroge- 
nico ou quimioluminescente. 

Um fa to que deve ser res salt ado e que a biotina se en- 
contra p re sente em prati came nte to dos os tecidos de ma- 


Tabela 15*2 — Concentra^ao de ion Na' em diferentes 
solu^oes de tampao citrato de sodio (SCC). 


SCC 

[Na’J M 

2Qx 

3.3000 

10* 

1.6500 

5x 

0,8250 

2* 

0,3300 

lx 

01650 

Ojlx 

0,0165 


miferos, o que leva a tendencia de liga^oes tnespecfficas, 
possibilitando o surgimento de um background ou sinal 
de fundo. Visando contornar esse inconveniente, passou- 
se a substituir a biotina por digoxigenina* A tabela 15,3 
compara diferentes tipos de marca^ao da sonda. 

A digoxigenina, por sua vez, e detectada por meio 
do anticorpo antkbgoxigenina (DTG/anti-DT( j) conju- 
gado a uma enzima reporter normal me nte represen tada 
por fosfatase alcalina, peroxidase, p-galactosidase, xan- 
tina oxidase, ou gl ico se-oxidase. 

Recentemente, outra substancia que pass on a ser 
empregada com sucesso na marca^ao de act dos nuclei - 
cos e o 5-(3-aminoaIi)-dUTP Este nueleotideo amino 
modificado e incorporado ao DNA e marcado por meio 
de um corante fluoresce nte aminorreativo (Fig. 15.1). 

A maioria dos au tores obtem bo ns re suit ados sem 
contracolora^ao dos cortes analisados, outros util 1- 
zam hematoxilina seguida de montagem com lamf- 
nula e Per mount. 


+ Anticorpo 2 * 



Sequencta etn estudo 


Figura 15-1 - Esqucim da Hibridacao in situ mot tr an do sonda an- 
t hen sc marcada com digoxigenina complementer a sequencia em 
estudo pre sente no feci do no qual e express a, sendo detectada por 
anticorpo primario antidigoxigenina c anticorpo secundario bioti- 
nilado apos exposi^ao a estreptavidina-peroxidase para o desenvol- 
vimento da colora^ao que evidenciara a reafao. 


Tabela 15,3 - Compara^ao do tipo dc marcado dc sondas (adaptado dc Polak, Mcgcc, 1990)- 


Marcado r 

Resolufao 

Sensibilidade 

Exposicao 

(dias) 

Estabilidade 
(soman as) 

32P 

4 

44 

7 

0,5 

35 S 

+ + 

4 + 4 

10 

6 

3H 

+++ 

44 + 

14 

, 30 

Biotina 

4 + 4 

4 + 

0,16 

> 52 

lligcxigcnimi 

44 4 

444 

0)16 

> 52 
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Redu^ao da Ligafao Nao Especifica 
{Background) 

Tornar reduzido o sinal de fundo, nao especifico, e 
tambem critico para a rea 9 ao de Hibrida^ao. O sinal ines- 
pecifico origin a-sc principal mcntc da rctcn^.ao incspecifi- 
ca da son da nos cartes de tec i do, devido a interaqbes ele- 
trostaticas cntrc a sonda c macromoleeulas, por cxcmplo, 
e a reten^ao da sonda na malha tridimensional do tecido. 
Alguns protocolos tcntam minimizar o background tratan- 
do os cortes com anidrido acetico e trietanolamina, o que 
pode ser importante para reduzir o sinal inespecifico de 
sondas maiores quc 2 kb (Hayashi, 1978; Lawrence; Sin¬ 
ger, 1985). Outra forma de reduzir a liga^ao nao especid- 
ca e tratar os cortes com uma solu^ao de pre-Hibridayao, 
inuitas vezes a solu^ao de Hibrida^ao sem a sonda, e que 
pode Incluir albumina bovina, heparina, levamisol, act- 
dos nuclcicos etc. Esses rcagcntes nao previnem comple- 
tamente o sinal de fundo, por is so alguns grupos tratam 
os cortcs com RNasc (degrada a sonda dc fita unica nao 
hibridada) e aumentam a estringencia da rea^ao, alein de 
monitorar cons tan temente a reaqao de Colorado para mi- 
nimizar o tempo dc exposi^ao dos reagentes aos tccidos* 


se certificar que o sinal observado e especifico para a 
sequencia-alvo. Varias sao as possibilidade s de controle 
mencionadas na literature. Uma dos mais utilizadas, e 
de nossa preference, e o uso da sonda sense f que mos- 
tra se o padrao de marca^ao obtido e especifico para a 
sequcncia quc se quer estudar. Outro controle e o uso 
de multiplas sondas para a mesma sequcncia gcnica, o 
que inform aria que sequences similares a estudada es- 
tao sen do de tecta das. Quando de tec tan do transcritos, e 
possivcl aplicar RNasc no tccido antes da utiliza^ao da 
sonda, o quc climinaria a deteeqao da sequcncia espe- 
cifica. Outra possibilidade e utilizar RNase apos a Hi- 
bridaqao, o que reduziria o sinal de fundo (j background), 
mas o RNA hibridado a sonda scria mantido* Alguns 
trabalhos que utilizam sondas marcadas com isotopos 
radiativos ornitem a aplicaqao da sonda para controlar 
a possibilidade de artefatos autorradiograficos. Outro 
controle eventual mcntc utilizado c localizar por imu- 
noistoquimica a protein a daquele gene, most ran do que 
protdna e gene estao presentes. Porem, o resultado 
negativo desse ultimo controle nao implica necessaria- 
mente falha da Tlibridaqao, mas pode advir da nao tra- 
du^ao do mRXA, por cxcmplo* 


Quantifica^ao 

A quantificaqao em Hibridaqao in situ e nortnal- 
mente feita pcia quantilicacao do sinal c nao do numero 
de copias de mRNA da celula. Na literatura existem 
diferentes me tod os dcscritos para qu anti dear cssc sinal. 
A metodologia de quantifica^ao depende da tecnica de 
dctcc^ao empregada: a quantifica^ao dc sondas radiati- 
vas c feita pc la contagcm do numero dc graos dc prata 
por unidade de area do tecido e para sondas nao radia- 
tivas normalmente sc quantifica a intensidadc do sinal 
por tecnicas de digitalizaqao da imagem e analise por 
computador. Os dots metodos apresentam problem as, o 
principal deles e que aintensidade da marca^ao depen¬ 
de de fatores intrinsecos ao tecido analisado, caraeteris- 
tic.as da lixa^.ao, como tempo e conccntracao do fixador, 
fatores inerentes a permeabilizayao do tecido, como tipo 
de enzima, concentraqao, tempo de digestao etc. 

Para a I Iibndaqao com sonda nao radiativa, um dos 
maiores problemas e a variaqao da intensidade do sinal 
no mesmo cortc de tecido. Essa variable da cficicncia dc 
Hibrida^ao pode ser parcialmente superada pelo uso de 
um controle interno. 

Controle 

Quando se faz a rea^.ao de Hibridaqao in situ, e 
muito importante usar procedi memos de controle para 


Protocolo de Sintese da Sonda 

Digestao 

1. Em um tubo de 1,5 mL misturar os seguintes rea¬ 
gentes, deixando o tampao e a enzima para ser adi- 
c ion ados por ultimo, para diminuir a exposiqao a 
temperatura ambiente: 

H^O ultrapura tratada com DEPC..........2,5 pL 

ou q.s.p. 10 pL 

DNA plasmidial.,...concentraqao de 5 pg/mL 

Tampao indicadopara enzima. .1,0 pL 

Endonuclease dc restri^ao.*.1,5 pL 

2. Misturar hem sob agitaqao e deixar a 37°C durante 
2 a 12 boras 

Smtese 

3.. Em novo tubo adicionar os seguintes reagentes: 
DNA digerido (lincarizado).2 pL 

Agua ultrapura tratada com DEPC__..„„8 pL 

_l [I ill |3 tlOs ■ ■ ■■■ r ■ r i i t v 4 t ■ + ■ r i ■ + ■ p i ■ + r it ■’it b-r ■ i ■ i t ■ b ■ ■ * ■ b fl ■ b fi b b b b ■ " ^ ^ ■* 

DTT..2 [iL 

dNTP (marcado). 2 f.iL 
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Misturar hem sob agita^ao e deixar a 37°C durante 
1 a 2 horns e depois manter a -20° C. 


5. Antes do uso e para manter em estoque, fazer di- 
gestao do DNA adicionando 2 |_tL de DNase (seni 
RNasc) e manter a 37°C durante 15 minutos, depois 
adidonar os seguintes reagentes: 


raformaldefdo a 4% e glutaraldeido a 0,2% em PBS 
a temperatura ambiente (TA) durante 10 minutos. 

2, Trans ferir as laminas para um redpiente e lavar 3x 
com PBT (Quadro 15.1) durante 5 minutos aTA. 
Ccrtificar-sc que as laminas cstao complctamcntc 
submersas. Em seguida, incubar durante 5 minutos 
a TA em agua oxigenada a 6% cm PBT, (Quadro 
15.1} e lavar novamente 3* com PBT durante 5 
minutos a TA. 


— 100 pL de agua ultrapur a tratada com DEPC. 

— 10 pL de 4 M Li CL 

- 300 |iL de etanol a 100%. 

- Agitar e manter a -20°C. 


Solu^ao de Nucleotideos (dNTP Marcado) 

L De uma solu^ao dc estoque de ATP, GTP, CTP c 
UTP a 100 mM, adicionar os seguintes volumes em 
um tubo: 

GTP...............4.4..4. + ..7,14 pT. 

ATP...........7,14 gL 

CTP............7,14 pL 

T1TP 4 l 11 

V, J -I 1 a. Ik 1 B .L ■. IJil«lia^LKa.lAlliklJiajiL(IIJIBtlBJILIIJItllilLlll. I I tl t I Ip.’ I LI. J_ J 

UTP marcado.........25,0 j_lL 

Agua ultrapura tratada com DFPC..20,37 pL 

Solu 9 ao de Pre-hibridafao 

Reage iite C oncentra^ao final 

J. Orill lIIII id ll * a * * h * ■ Ih # ■ + * -b * a I* ■ k * a 4 a ■ t a a B a * ■ a I a a i ■ i a a i ■ ■ a a i fa ■ i a i a a i *^ 0 / 0 

SSC (pH 4,5) ....5x 

I Teparina...........SO pg/mL 

3c C ast I.I4II4I44B 41441 4444444 444444444444i4444lk4i4ik 5 0 1X1 l J 

qhq 1 % 

*•_/ b+bi;+fa+kfc4b + H Itt ii it i IbHkril b i I t i i i h kr ■ k ri ■ * i b * I + B ■ + ■ + k- is + i + tfr is -L ■ V 

jr 

Agua ultrapura tratada com DEPC.*.4..........50 mL 


Protocolo de Hibrida^ao para Detec^ao 
de mRNA em Cortes Congelados 

1- dia 

1. Aquecer a temperatura ambiente as laminas com os 
cortes congelados que estavam mantidas a -80°C, 
e deixa-las secar completamente, Com uma pipeta 
esteril pos-fixar os cortes com uma soluqao de pa- 


3. Tratar com proteinase K 10 pg/mL em F J BT 
(Qudros 15.1 e 15.2) durante 2 minutos, sendo que 
a concentra^ao da enzima e a dura^ao da digestao 
devem ser otimizadas (pois otimo resultado depen- 
de do tipo de tecido, espessura, tempo dc fixa^ao, 
entre outros fatores). 

4. L avar rapidamcn te com gli d na 2 mg/m Lem PB1 1 d u- 
rante 30 segundos e lavar novamente durante 10 minu¬ 
tos a TA. Entao lavar 3* com PBT durante 5 minutos 
aTA e novamente fixar os cortes com uma solu^ao de 
paraformaldeido a 4% c glutaraldeido a 0,2% cm PBS 
aTA durante 10 minutos (se for utilizar sondafluores- 
cente, oinitir o glutaraldeido). Lavar adicionalmente 3 * 
com PBT durante 5 minutos aTA. 

5. Empilhar as laminas com divisores entre elas (lami- 
nulas plasticas), cm numcro maxi mo dc quatro, cm 
um saco plastico. Acres centar cuidadosamente, com 
pip eta cstcril, 4 mL dc solu^ao dc prc-Hibrida^ao 
aqueeida a 70°C (Quadros 13a-b), selar com calor, 
prender com grampo c incubar cm fomo dc Hi- 
bridaqao a 70°C sob agitaqao durante 1 bora (Figs. 
15.1, 15.2 Ac B)k Apos esse per io do, rctirar 1 mL 
de solu^ao, adicionar o mesmo volume da solu^ao de 
prc-Hibrida^ao contcndo a son da e incubar no fomo 
sob agita^ao durante 18 boras. 

2' :> dia 

6. Desmontar as laminas, coloca-las em um recipien- 
tc contcndo a solu^ao 1 dc lavagem pos-Hibrida- 
^.ao (Quadro 15.4) pre-aqueeida a 70°C e lavar 3x 
durante 15 minutos. Entao lavar novamente cm 
urn outro re c ip rente contend o a soluqao 2 da lava- 
gem pos-Hibrida^ao (Quadro 15.5) pre -aqueeida 
a 65°C e lavar 3x durante 15 minutos. 

7. Mudar as laminas dc rccipicntc e lavar 3x de 15 mi¬ 
nutos cada com TEST (Quadros 15.6 e 15.7) aTA. 
Bloquear os sitios antigenicos inespecificos com soro 
bovino a 10% em TBST durante 1 hora e transfersr 
as laminas para os sacos selados pelo calor,como des- 
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Figura 15.2 - Mont a gem das laminas em saco plastko. (A) La¬ 
minae separadas por lamtnulas de plastico. (15) Lammas m on tad as 
em saco plastico selado por cal or e con ten do 4 mL de sol 119 ao de 
Hibiida^ao. 


crito anteriormente, adicionando 5 mL de antieorpo 
antidigoxigenina (1:2.000 cm soro bovine a 1% cm 
TEST) e incubar sob agita^ao 18 horas a 4°C. 

J 1 dm 


ab sol 11 to e final me rite enxugadas com agua ultrapur a 
tratada com dietilpirocarbonato (DEPC). 

2. Despar afinizar os cortes do material e ruble cad o em 
parafina em tres ban bos de xilol, um a 60°C por 30 
minutoSj e os outros dois cm temperatura am blent e 
por 5 minutos cad a. Reidratar em serie descend ente 
de ctanol, a parti r de duas passage ns em e tan of ab- 
soluto f seguidos por tres passagens em etanol a 95%, 
por 1 minuto cad a. 

3, Apos lavagem em tres b a olios de agua destilada, as 
lam in as receberao tratamento no forno de micro- 
-ondas. Neste momento, estarao imersas em solu^ao 
propria do kit (TRS) por 10 minutos com a tem¬ 
peratura nao ultrapassando 95° C. Depots do trata- 
mento, os cortes serao novamente lavados em agua 
destilada e seguirao para o bloqueio da peroxidase 
endogena tecidual, para o qual serao realizados do is 
banhos de 10 minutos cada em solu^ao 1:10 de pe- 
roxido de hkkogemo de 30 volumes e metanob Os 
cortes serao entao incubados com a son da, cobertos 
com uma lammula e leva dos a uma placa de aque- 
cimento a temperatura de 95 y C durante 5 minutos. 
Para a Hibridacao, as la min as licarao submersas em 
camara umida a 37°C durante IS boras. 


8. Retirar as laminas dos sacos plastico s e lava-las com 
TEST concentrado 3>c durante 5 minutos e nova¬ 
mente 3* durante 30 minutos aTA, Entao lavar no- 
vamentc 3x durante 10 minutos com solugao NTMT 
(Qiiadro 15.8). 

9. Tncubar durante 18 horas a TA e no e 5 euro com 
NBT/BCIP em NTMT (Quadros 15.8 e 15.9), 
acompanhando a rea^ao no micros copio ou lupa. 

4~ dia 

10. Parar a rca^ao com El)TA 1 mM cm PBT (Quadro 
15.10) durante 30 minutos. Lavagens adicionais e 
pos-flxapao com paraformaldeido/gluta raider do sao 
opcionais. Sc car as laminas e montar com lammulas 
c gelvitol Exemplos de resultados sao mostrados na 
figura 15.3. 

Protocolo de Hibridaf ao para Detec9ao 
de DNA em Tecido Parafinado 

1. Fazer cortes de 5 mm de espessura em laminas de 
Vidro, as quais for am previamente lavadas em solu- 
^ao de extrana 2,5%, autoclavadas, e preparadas em 
solucao de 3-aminopropitrietoxisilano (Sigma Che¬ 
mical CO., St Louis, MO/USA) a 10% em alcool 


4 t Todos os procedimcntos seguintes sao scmclhantes 
a tecnica de imunoistoquimica, com incubafao dos 



Figura 15.3 - (A) Cor re de mucosa de boca de hum arm sequencia.1 
a B (HE, IDO*). (11) Hibridacao in situ most rando sinal para r ran Fi¬ 
eri tos do gene HOXA7 idetitificados por sonda antisense (NRTV 
BCiP, lOOic). (C) Sinai para transcritos do gene Wnt-5a circundan- 
do gertne dentario (contornado por linha vermelha), em corte axial 
da cabe^a de embriao de camundongo no estagio 21 do desen volvi- 
naento (NBT/BCIP, 250x). (D) Ausenda de sinal apos utiliza^ao 
da sonda sense para ITOXA7. Observar que a cor obtida em B e C 
foi diferente, o que pode acontecer na dependencia de fatores como 
tempo dc rca<;au e tempo de prepare dos reagentes. 
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crito anteriormente, adicionando 5 mL de antieorpo 
antidigoxigenina (1:2.000 cm soro bovine a 1% cm 
TEST) e incubar sob agita^ao 18 horas a 4°C. 

J 1 dm 


ab sol 11 to e final me rite enxugadas com agua ultrapur a 
tratada com dietilpirocarbonato (DEPC). 

2. Despar afinizar os cortes do material e ruble cad o em 
parafina em tres ban bos de xilol, um a 60°C por 30 
minutoSj e os outros dois cm temperatura am blent e 
por 5 minutos cad a. Reidratar em serie descend ente 
de ctanol, a parti r de duas passage ns em e tan of ab- 
soluto f seguidos por tres passagens em etanol a 95%, 
por 1 minuto cad a. 

3, Apos lavagem em tres b a olios de agua destilada, as 
lam in as receberao tratamento no forno de micro- 
-ondas. Neste momento, estarao imersas em solu^ao 
propria do kit (TRS) por 10 minutos com a tem¬ 
peratura nao ultrapassando 95° C. Depots do trata- 
mento, os cortes serao novamente lavados em agua 
destilada e seguirao para o bloqueio da peroxidase 
endogena tecidual, para o qual serao realizados do is 
banhos de 10 minutos cada em solu^ao 1:10 de pe- 
roxido de hkkogemo de 30 volumes e metanob Os 
cortes serao entao incubados com a son da, cobertos 
com uma lammula e leva dos a uma placa de aque- 
cimento a temperatura de 95 y C durante 5 minutos. 
Para a Hibridacao, as la min as licarao submersas em 
camara umida a 37°C durante IS boras. 


8. Retirar as laminas dos sacos plastico s e lava-las com 
TEST concentrado 3>c durante 5 minutos e nova¬ 
mente 3* durante 30 minutos aTA, Entao lavar no- 
vamentc 3x durante 10 minutos com solugao NTMT 
(Qiiadro 15.8). 

9. Tncubar durante 18 horas a TA e no e 5 euro com 
NBT/BCIP em NTMT (Quadros 15.8 e 15.9), 
acompanhando a rea^ao no micros copio ou lupa. 

4~ dia 

10. Parar a rca^ao com El)TA 1 mM cm PBT (Quadro 
15.10) durante 30 minutos. Lavagens adicionais e 
pos-flxapao com paraformaldeido/gluta raider do sao 
opcionais. Sc car as laminas e montar com lammulas 
c gelvitol Exemplos de resultados sao mostrados na 
figura 15.3. 

Protocolo de Hibridaf ao para Detec9ao 
de DNA em Tecido Parafinado 

1. Fazer cortes de 5 mm de espessura em laminas de 
Vidro, as quais for am previamente lavadas em solu- 
^ao de extrana 2,5%, autoclavadas, e preparadas em 
solucao de 3-aminopropitrietoxisilano (Sigma Che¬ 
mical CO., St Louis, MO/USA) a 10% em alcool 


4 t Todos os procedimcntos seguintes sao scmclhantes 
a tecnica de imunoistoquimica, com incubafao dos 



Figura 15.3 - (A) Cor re de mucosa de boca de hum arm sequencia.1 
a B (HE, IDO*). (11) Hibridacao in situ most rando sinal para r ran Fi¬ 
eri tos do gene HOXA7 idetitificados por sonda antisense (NRTV 
BCiP, lOOic). (C) Sinai para transcritos do gene Wnt-5a circundan- 
do gertne dentario (contornado por linha vermelha), em corte axial 
da cabe^a de embriao de camundongo no estagio 21 do desen volvi- 
naento (NBT/BCIP, 250x). (D) Ausenda de sinal apos utiliza^ao 
da sonda sense para ITOXA7. Observar que a cor obtida em B e C 
foi diferente, o que pode acontecer na dependencia de fatores como 
tempo dc rca<;au e tempo de prepare dos reagentes. 
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cortes em anticorpo pramario e secundario, p recedi- 
dos de lavage ns com Tris pi I 7,6 e TBST (50 mM 
Tris-HCI, pH 7,6 e 1 ween 20 a 2%). Em seguida, os 
cortes sao revel ados (ex,; DAB, 3,3-diaminobenzi- 
dina, Sigma Chemical Co.) e, entao, contracorados 
com hematoxilina dc Mayer, desidratados cm scric 
crcscentc dc etanois, diafanizados cm xilol, monta- 
dos em resina e examinados sob microscopia de luz. 

Protocolo de I libridaeiio para Detec^ao 
de RNA em Embrioes Inteiros 

As solufdes empre.gad.as no decorrer do protocolo sao as 

rnesmas utilizadas em cortes congelados 

1° dia 

1. D iss ecar o s embrio e s e m PB S rem o ve ndo me mbr a- 
nas c outros ted dos sc nccessario c fixar cm parafor- 
maldeido a 4% a 4°C durante 18 horas, sob agita^ao 
cuidadosa. O volume do agente fixador c das sol ti¬ 
ldes descritas a seguir deve ser de ao menos einco 
vezes o volume do embriao, 

2. Lavar duas vezes com PBT a 4°C durante 5 minu- 
tos sob agita^ao. Lavar ties vezes com concentrates 
crescentes de metanol (25%, 50% e 75% em PBT),e 
100 % dc metanol, durante 15 minutos e sob agita“ 
£ao a TA. 

3. Rcidratar as amostras tres vezes, durante 5 minutos, 
em concentrates decrescentes de metanol (75%, 50% 
e 25% cm PBT), c 100% dc PBT, sob agitato a 2A. 
Entao incubar em peroxido de hidrogenio a 6% em 
PBT durante uma bora sob agitacao a PA. 

4. Tratar os embrioes com proteinase K 10 pg/mL cm 
PBT, durante 15 minutos, a 2A (essas condicoes 
devem ser otimizadas de acordo com a espede do 
embriao e seu estagio de desenvolvimento). Entao, 
lavar com glicina 2 mg/mL em PBT durante 10 
minutos a TA, e novamente apenas com PBT ties 
vezes durante 5 minutos a TA. 

5. Pos-fixar embrioes com para formal deido a 4% e glu- 
taraldefdo a 0,2% cm PBT, durante 20 minutos a TA. 
Lavar tres vezes corn PBT durante 5 minutos aTA. 

6. Transferor os embrioes para tubos de 1,5 rnL com 
an cl dc vedagao c adicionar 1 mL dc solu^ao dc Hi- 


btida^ao sem a sonda. Misturar gentilmente por in- 
versao e trocar a solu^ao, para entao incubar a 70°C 
durante 1 bora (pre-Hibrida^ao). 

7. Adicionar a solu<;ao 1 pg/mL dc sonda mar cad a e 
manter a Hibrkla^ao a 70°C durante 18 boras em 
hanbo-maria. 

2" dia 

8. Transfer!r embrioes para reeipiente com a solu^ao 
1 de pos-Hibrida^ao prc-aquccida c lavar tres vezes 
durante 30 minutos a 70 <] C, sob agitato. 

9. Lavar com a solu^ao 2 de pos-Htbrida^ao pre- 
-aquecida tres vezes durante 30 minutos a 65 °C, 
sob agitapao. Em seguida lavar tres vezes corn 
TBST sob agitaqao a TA. 

10. Transfcrir os embrioes cm TBST para tubos dc 1,5 
mL com an el de veda^ao e adicionar soro normal de 
cabra ou bovino a 10% em TBST e incubar durante 
2,5 boras sob agitacao aTA. 

11. Adicionar anticorpo anddigoxigenina (1:2.000 em 
soro bovino a 1% em TBST) c incubar sob agitacao 
18 boras a 4°C. 

3‘- dia 

12. Rctirar os embrioes dos tubos c lavar tres vezes du¬ 
rante 5 minutos ernTBST sob agitacao aTA. Entao 
lavar durante todo o dia, coin trocas a cada 45 minu¬ 
tos, c in TE ST sob agitacao a TA c durante 18 boras 
a 4°C. 

4 * dia 

13. Lavar rapidamente com TBST ties vezes durante 
5 minutos sob agitacao a TA, entao quatro vezes, 
com a mesma solucao, durante 15 minutos a TA* 
Lavar com NTMT tres vezes durante 5 minutos 
sob agitacao a TA, e quatro vezes durante 30 mi¬ 
nutos a TA. 

14. Incubar com NBT/BCIP em NTMT, protegido da 
luz c sob agitacao, verificando a cada hora o dcscnvol- 
virnento da cor. Parar com a lavage m cm PBT durante 
10 minutos a TA. P6s-fixar corn paraformaldeido a 4% 
e glutaraldeido a 0,2% em PBS durante 1 hora, entao 
lavar duas vezes com PBT c cstocar a 4 c 'C ou lavar em 
PBT/glicerol a 50%-80% (Koopman, 2001). 



Andlise da Expre$$ao Genica nas Qilulas e Thcidos: IlihridafdQ In Situ Ndo Kadioaivua 1 89 


Solufdes e Tampoes 


Quadra 15.1 - Tampao Eosfa.ro Salina + Tweeti (PUT), 


Reagente 

Volume 

Tween 20 a 10% 

lOrnL 

PBS conccntrado 10x* 

100 mL 

A 

Agua ultrapura esteril-quantldade 
suficiente para (q.s.p.) 

1 litro 


* PBS - Tampao fosfato salimi. 


Quadra 15.2- Solu^ao de Proteinase K em PUT. 


Reagente 

Volume 

Proteinase K 

100 pL (solu^ao estoque 20 mg/mL) 

PBT 

200 mL 


Quadra 15.5a — Solii^ao de C lore to de Sodto e Cirraro de Sddio 
(SSC) concenfrada 20 x (pH 4,5). 


Reagente 

Volume 

SSC concent rad a 2 Ox -pH 7,0 

250 mL 

A 

Acido cftrico a 1 M 

50 mL 


Quadro 15.3b - Solu^ao de Prc-hibrida^ao. 


Reagente 

Volume 

Concert tra^ao 
final 

Formamida 

25 mL 

50% 

SSC concentrada 20 jc 
( pi 14,5)* 

15 mL 

5 x 

He patina (20mg/mL) 

IEEIn» 

50 pg/mL 

RNA de I eve dura (5 mg/ 
mL) 

0,5 mL 

-v 

1—i 

E 

o 

u-> 

SDS a 10% 

5mL 

1% 

A 

Agua ultrapura t rat ad a 
com DFPC q*s.p, 


50m L 


*SSC - Solu^an Cloreto de Scklio e Citrato de So din. 


Quadra 15.4 - Solu^ao 1 de Pos-hibrida^ao, 


Reagente 

Volume 

Formamida 

500 mL 

SSC concentrada 2Ox (pH4,5)* 

300 mL 

SDS a 10% 

100 mL 

A 

Agua ultrapura esteri! 

100 mL 


"SSC - Solu^ao Cloreto do Sodio c Citrate de Sodio. 


Quadra 15.5 - Solu^ao 2 de Pos-hibrida^ao, 


Reagente 

Volume 

Formamida 

500 mL 

SSC concentrada 2Ox (pH4,5) 

120 mL 

Agua esteril 

380 mL 


Quadra l5 + 6. — Tampao Tris salina (TBS) eonecntrado 10 X , 


Reagente 

Volume 

NaCl 

12S 

KCI 

0,3 g 

Tris a 1M (pH7,5) 

37,5 mL 

Agua ultrapura ester il 

112,5 mL 


Quadro 15.7 — Tatnpao Tris Satin a + Thueen (TBST). 


Reagente 

Volume 

TBS concentrada lOx 

150 mL 

Tween a 20 10% 

150 mL 

Levamisole 

0,6 g 

Agua ultrapura esteri! q,s<p 

1,5 L 


Quadra 15. S - Solu^ao *NTMT. 


Reagente 

Volume 

NaCl a 5M 

20 mL 

Tris-HCl a 2M (pH9,5) 

50 mL 

MgCl, a 2M 

E 

in 

O 

Tween 20 a 10% 

10 mL 

Agua ultrapura esteril q.s.p. 

1 litro 


*NTMT - Cloreto de SridioAYas-HCHVTgClXl ween. 


Quadro 15.9 - Solu^ao de NBT/BCIP) - Sensivel a luz. 


Reagente 

Volume 

NTMT 

200m L 

NB T/d i metilfo r mam id a + 

675 pL (0,075g/ ImL 
DMF a 70%) 

BCIP** 

525 pL (0,05g/ ImL 
agua) 


"NBT — Cloreto de 4-Nitroazul de Tetrazolio. 
- 5-Bromo-4-Cloro-3-Tndolil Fnsfato. 


Quadro 15.10 — SoIvk; ao de Acido Etilenodiaminotetracetico 
(EDTA)yPBT a ImM 


Reagente 

Volume 

EDTA a 0,5M 

KHUTf 

PBT 

300 mL 
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Solu^ao de bidroxido de hidrogenio (7-AQ Q/FRT 


Rcagcnte 

Volume 

H,0,a 30% 

SO mL 

PBT 

200 mL 
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Introdu^ao 

A grande maioria das rca^ocs quimicas, que ocorrem 
em qualquer parte de urn a eelula e em qualquer ser vivo 
do nos So planeta, de alguma forma envolve proteinas. As 
proteinas desempenham diversas fun^des nos seres vivos, 
tais como eatalisadoras (enzimas), transportadoras, nu¬ 
trient es e de armazenamento, contrateis ou de motilida- 
de, estruturais, defesa, reguladoras etc. As proteinas sao 
constituidas de subunidades denominadas aminoacidos. 
Ccrca de 20 aminoacidos diferentes podem fazer parte 
das proteinas dos organismos vivos, On seja, cstas mole- 
culas sao construfdas a partir de urn alfabeto compos- 
to por 20 letras, Todos os aminoacidos, com uma linica 
cxcc^ao, que e a prolina, possuem um grupo amino, um 
grupo carboxila (-COOH) c um grupo R (tambem co- 
nhecido como cadeia lateral). No case da prolina, em vez 
do grupo amino i-NH ,) temos o grupo imino (—NH—/. 
Os aminoacidos que constituem as proteinas podem ser 
con st ru id os por um car boric central, chamado de carbono 
alfa (C ) 3 e bgado a este temos um grupo amino (—NH^) 
ou imino (-Nil-), um atomo de hidrogenio (-TI), um 
grupo carboxila (-COOT I) e um grupo R (-R), Portan- 
to, qualquer um dos 20 aminoacidos proteicos possuem a 
seguinte formula geral (RT1C Nil.COOTI). O que di- 
tereneia um ammoacido do outro e sua cadeia lateral ou 
o grupo R. Podemos classificar os aminoacidos dc acor- 
do com sua cadeia lateral da seguinte forma: nao pola- 
rcs (glicina, alamna, valina, leucina, isolcucina, prolina); 
aromaticos (fenilalanina, tirosina, triptofano); polares 
mas nao car regad os (serina, treonina, cistcina, metio- 
nina, asparagina, glutamina); carrc gad os negativamente 
(aspartate, glutamate) c carrcgados positivamente (lisina, 
arginina, histidina). Os grapes R dos aminoacidos de¬ 
sempenham um papel muito importante na confermaqao 
de peptfdeos e proteinas. Todos os aminoacidos possuem 
um Centro quiral (com exeeqao da glioma), pois o carbono 
alfa esta ligado a quatro grupos substituintes diferentes. 


Portanto, todos os aminoacidos (com exce^ao da glicina) 
possuem dois cstcrcoisomeros, o isomcro-L c o isome- 
ro-Dj sendo que um c a ini age m cspccular do outro. Em 
uma rca^ao qui mica, dc qualquer sintese dc aminoacidos 
sempre ob temos o que chamamos de mistura racemic a, 
ou seja, temos 50% de cada isomero. No entanto, todos 
os seres vivos que conhcccmos ate o momenta, possuem 
quasc que somente os isomer os L dos aminoacidos, tanto 
os livres como na composite de proteinas e peptideos 
(Lehninger et al, 2000). Por outro lado, recent emente 
foram encontrados D-aminoacidos em seres vivos supe¬ 
riors tanto na forma de aminoacidos livres, como em 
peptideos e proteinas, D-aspartato e D-serina livres fo¬ 
ram encontrados em mamiferos e podem ter importantes 
fun^oes fisiologicas nestes seres; D-aminoacidos em pep¬ 
tideos opioides ou neuropeptideos tambem foram encon¬ 
trados em seres vivos superiors. Observa-se ainda que. 
em proteinas os residues D-aspartato aumentam com o 
envelhecimento (Fu jiin, 2002). 

Devi do ao exp os to acima, diversas perguntas nos 
vem a mente, sendo algumas del as: por que as proteinas 
se tornaram tao im porta rites para os seres vivos?; como 
ocorreu a sintese dos aminoacidos e subsequent for- 
ma^ao dos peptideos e proteinas?; qual ou quais foram 
os me can ism os utilizados pela nature za para separar os 
L-aminoacidos dos D-aminoacido5?; como estas mole- 
culas foram incorporadas na atual bio quimica? 

A Hipotese de Oparin - Haldane 

Apes os experimentos de Pasteur que definitiva- 
mente derrubaram a teoria da gera^ao espontanea (for- 
ma^ao de um ser vivo a partir de materia inanimada), 
a comunidadc cientifica tornou-sc cctica com rcla^ao 
a p os sibil id a de de se cstudar o problems da origem da 
vida em nos so plan eta. Pois quanto mais conhecimentos 
os biulogos acumulavam sobre o funcionamento das ce- 
lu las mais sc davam conta da sua grande complcxidadc 
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e, por tan to, nao vislumbravam uma maneira de estudar 
o problema. For outro lado, os geologos e os astrofisicos 
comeparam a disco tir problemas relativos a composipao, 
formapao e idade da Terra, do Si sterna Solar e das Es- 
treks. Este debate na geologia e na astronomia, prin- 
ctpalmente 11 a questao da idade da Terra c do Sistcma 
Solar, os quais erarn muito mais antigos do que se ima¬ 
gi nav a, levou o bioquimieo rosso Alexander L Oparin, 
cm 1924, c indcpcndcntcmcotc o geneticist a ingles J. B. 
S. Haldane, em 1929, a proporem um esquema para a 
origem da vida* Esta proposta c atualmcntc conhccida 
cornu Mpotese de Oparin-f Ialdane e po demos coloca-k 
resumidamente da seguinte maneira: primeira me n- 
tc, a partir dc molcculas simples que rcagiam entre si 
(por exemplo metano, amonia, hidrogenio), ocorreu a 
formapao e o acumulo dc biomolcculas (aminoacidos, 
apucares, lip idles, pur in as etc.), isto provavelmente le¬ 
vou um peifodo de milhoes de anos; posteriormente, 
cstas biomolcculas comeparam a combinar umas com 
as outras para formar biopolimeros (molcculas gigan- 
ccscas feitas pela repetipao dc unidades simples, como, 
por exemplo, as protein as, (pie sao sintetizadas a partir 
das unidades de aminoacidos); mais a 1 guns milhoes de 
a nos se pass ar am e estes biopolimeros comeparam a sc 
combinar formando o que Oparin ch amou de estru- 
tliras coaccrvadas, que lembram muito as celulas vivas 
existentes hoje. Confer me o tempo passava (milhoes de 
anos), reapoes cad a vez mais complexas comeparam a 
ocorrer dentro dessas estruturas coaccrvadas ate a for¬ 
ma pao do primeiro ser vivo sobre o nosso planeta* Por- 
tanto, pela primeira vez os cientistas tin ham uma ma¬ 
neira de estudar o problema de origem da vida, ou seja, 
se reproduzirmos em kb oratorio todas as e tap as para a 
formapao de um ser vivo a partir de materia inanimada 
poderemos um dia comp re coder como surgiu a vida em 
nos so planet a. 

Um ramo da cicncia que muito tern contribufdo 
para o esclarecimento de como surgiu a vida em nos so 
plane ta e a c ham ad a qufmica prebiotica. A qufmica pre- 
-biotica estuda as reapdes quimicas ou os processes que 
poderiam ter contribuido para o surgimento do primei- 
ro scr vivo cm nos so planeta, sendo que as conduces dc 
estudo dessas reapoes devem reproduzir ambientes que 
um dia exist! ram ou ainda existem em nos so planeta. 
For tamo, os dados gcologicos c geoquimicos dc compo- 
sipSo da Terra, desde da sua formapao ate o momento, 
sao import antes para reproduzir em laboratorio ospos- 
siveis a mb i elites (condi pdes de reapao) onde as reapoes 
quimicas e processes vao ocorrer (Zaia, 2004,2003 e 
2001; Kenyon e Steinman, 1969). 


Sintese Abiotica de Aminoacidos, 
Peptideos e Proteinas 

No atual estagio do desenvolvimento cientffico na 
area de qufmica pre-biotic a, nao po demos dar respostas 
definitivas para as perguntas que surgem sobre o assun- 
to, porem utiUzando os fatos experi mentals acumulados 
ate o momento podemos fazer uma serie dc suposiloes 
as perguntas formukdas* Talvcz para a primeira per- 
gunta (por que as proteinas sc tornaram tao importames 
para os seres vivos?) pudessemos super que estas mole- 
culas estavum presentes no inicio da evolupao molecu¬ 
lar c, devido a suas propricdadcs, clas foram utilizadas 
pela natureza para sc construir o que chamamos dc um 
ser vivo. A suposipao de que as moleculas (aminoaci- 
dos, peptideos, proteinas) estavam presentes no inicio da 
evolupao molecular lcvanta uma serie de questoes, tais 
como: cm qual ou quais ambientes existentes na Terra 
primitiva ocorrer am a formapao dos aminoacidos?; qual. 
era a estabilidade destas moleculas nestes ambientes?; as 
quantidades de aminoacidos forma das eram suficientes 
para a formate de peptideos e proteinas?; em qual ou 
quais ambientes existentes na Terra primitiva ocorreram 
a formapao dos peptideos e proteinas?; qual era a estabi¬ 
lidade destes polimeros for made s? 

Vamos comepar estudando uma serie de conduces 
de reapao que reproduzem os possiveis ambientes exis¬ 
tentes na Terra primitiva e como aminoacidos e pepti¬ 
deos podem ser sintetizados nestes ambientes. 

Reapoes com Misturas Gasosas 

Reapoes com misturas gasosas simulam a atmosfc- 
ra da Terra primitiva. Miller foi o primeiro a mostrar 
que uma mistura gasosa pode ser a responsavel pela 
sintese de importantes biomoleculas (aminoacidos). 
Este experimento foi realizado da seguinte forma: 
dentro dc um balao dc 5,0 L foi adicionada uma mis¬ 
tura dc gases (metano, amonia, hidrogenio) que si mu- 
lava a atmosfera primitiva da Terra, este balao estava 
conectado a um balao me nor cheio de agua aquecida 
que si mu lava o mar; devido a agua aquecida; os gases 
circulavam atraves dc dois eletrodos que gcravam fafs- 
cas cletricas sim.ul.ando os raios na atmosfera primitiva 
e que seriam a lbnte de energia para as reapoes qui¬ 
micas. Apos algumas sernanas, uma analise qufmica 
da solupao aquosa mostrou a existencia dos aminoa¬ 
cidos glicina, a-atanina, f3-alanina, acido aspartico e 
a-aminoacido-r|-butirico (Miller, 1953). Miller foi o 
primeiro a fornecer uma prova experimental con fir¬ 
man do a hipotese de Oparin-Haldane, ou seja, a par- 
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tir tie moleculas simples (metano, hidrogenio, amonia, 
agua) foram for mad as moleculas complexas - os ami¬ 
noacidos - que sao essenciais a todos os seres vivos de 
nosso planet a. No entanto, muitas critic as foram feitas 
ao experimento de Miller e a outros similares. Uma 
das principals critical foi a seguinte: os aminoacidos 
formados na atmosfera, ao cairem nos oceanos seriam 
diluidos c o efcito da dilui^ao scria tao grande que di- 
ficilincntc pep tide os sc for maria in c cm consequenda 
a evolutao molecular nao ocorrcria, Uma segunda cri- 
tica, ainda mais severa, foi feita pelos geologos ques- 
tionando que a atmosfera da Terra jamais Foi redutora 
(metano, amonia e hidrogenic), ao contrario, era oxi- 
dantc (monoxido dc carbono, dioxido dc carbono, ni- 
Trogcnio, hidrogenio) c nestc tipo dc atmosfera o ren- 
dimento obtido dc aminoaridos era praticamcntc nulo. 
Quanto ao problem a da dilui^ao dos aminoacidos na 
agua do mar, Bernal (1951) sugeriu que argil as e mi¬ 
nerals poderiam adsorver os aminoacidos favorecendo 
a sua prc-conccntra^ao c a catalisatao das rca^bes para 
a forma^ao dc peptideos. Existem muitos trabalbos 
mostrando a cap acid ad e dc adsor^o dc aminoacidos 
sob re argil as e minerals, assim como a cap acid ad e des- 
tes materials (argilas, areia, minerals) de catalisar re¬ 
aches para a formafao de peptide os. Entretanto, Zaia 
et al. (2002), Zaia (2004^) e Zaia e Zaia (2006) tern 
levant ado algumas du vidas sob re a importancia de 
argilas e arcia na prc-concentra^ao de aminoacidos. 
Quanto ao problcma dc a atmosfera ser oxidantc, Ko- 
bayashi et al. (1998) irradiaram uma misttira de mo¬ 
no xido de carbono, nitrogenio e agua com particulas 
de alta energia, que simulariam os raios cosmicos, e 
obtiveram uma mistura de diversos aminoacidos, na 
qual a glicina apresentou maior concentrator Muitos 
experimentos foram rcalizados utilizando como fontc 
dc cncrgia descar gas clctricas ou radiagao ultraviolcta 
em at mo sferas nem muito redutoras nem muito oxi- 
dantes e foram obtidos aminoacidos alem de d iversas 
bio moleculas ou pre cur sores de bio moleculas. Porta n- 
to, podemos coneluir que misturas gasosas podem scr 
uma fontc dc aminoacidos* 

Rea^oes em Estado Solido 

Reaqoes em estado solido si mu I am ambientes, tais 
como lava de vulcao ter rest re sendo resfriada ou luga- 
res onde ocorreu o impacto de uni com eta ou meteoro. 
Em ambos os casos, o calor c a fontc dc energia para as 
reaqoes quimicas. Para a format 0 da Bga^ao peptidica, 
e ne cess aria a eliminate* de uma mole cu la de agua, as¬ 
sim, as rea^oes entre aminoacidos, em estado solido que 
nao e em meio aquoso, sao prop id as para a forma^ao 


dc pcptidcos e protein as. Diversos aminoacidos (alani- 
na, acido aspartico, acido glutamico etc.) foram obtidos 
quando a glicina foi aquecida a 240°C com manganes 
mais alumina (Ivanov e Slavebeva, 1977). Com relaqao 
a estabilidade dos aminoacidos, eles nao sofrem decom¬ 
posite cm temperaturas abaixo dc 27Q°C (Basiuk ct 
al., 1998). Existem dcscritos na literal:ura diversos estu- 
dos mostrando que e possivel a obten^ao de peptideos 
e, dependendo da composi^ao da mistura de aminoaci¬ 
dos c da temperatura dc rca^ao, estes polimeros podem 
estar na faixa de peso molecular entre 54)00 e 25.000 
Daltons (Ha rad a e Fox, I960; Fouche Jr. e Rohlfing, 
1976; Hartmann, 1981). I for tan to, podemos coneluir 
que estes ambientes podem ter sido fontcs dc aminoaci¬ 
dos, peptideos e proteinas. 

Resides em Ciclos de Hidrata^ao e 
Desidratafao 

Reaves cm ciclos dc hid rat a ^ao (parte aquosa 
do ciclo) c dcsidrata^ao (parte scca do ciclo) si mu lam 
ambientes do seguinte tipo: pelo efeito das chuvas ou 
marcs (hidrata^ao), pequenas lagoas, poqas d 5 agua ou 
mesmo lama^ais sao formados c pclo efcito do calor 
do Sol (desidratapao) a agua e e vapor a da, podendo 
deixar estes lugares totalrnente seeos, depois de algurri 
tempo novamente cstas lagoas sao formadas por chuvas 
oti marcs c novamente pelo efcito do calor do Sol sao 
secadas. Com este ambiente podemos obter peptideos. 
Assim, utilizando microondas para aquecer uma 
mistura de aminoacidos (alanina, valina, glicina e 
acido aspartico), sub me ti da a 20 ciclos de hidrataqao 
e desidrata^ao, foi possivel a obten^ao de peptideos, 
cujo peso molecular variou de 1.000 a 4.000 Daltons 
(Yanagawa et al., 1990) e most car am alguma atividade 
catalitica, mas me nor do que a de enzimas (Ito et al., 
1990). Peptideos tambem foram obtidos em ciclos dc 
hidrata^ao c desidrata^ao quando aminoacidos foram 
dissolvidos em agua com cl ore to de sodio (simulando 
agua do mar) e com cobre II, que e um dos mais 
abund antes metais dc transit a o cm agua do mar (Rode 
e Schwen dinger, 1990; Suwannchot e Rode, 1998; 
Plankensteiner et al., 2002). O fato de cloreto de sodio 
c cobrc IJ catalisarem a rca^ao dc format 0 dc peptideos 
c algo muito rclcvantc, pois sao sub stand as comuns c 
simples. A formaqlo de peptideos tambem foi obtida em 
ciclos usando argilas (Bujdak e Rode, 1999) e usando 
a combina^ao de argilas mais cloreto de sodio e cobre 
IT (Rode et al., 1999), Pelos resuhados experimental 
most r a dos ate o memento, podemos coneluir que dclos 
de hidrata^ao e desidrata^ao foram importantes para a 
form at ao de peptideos. 
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Reafdes em Solu^ao Aquosa Aquecida a 
Altas Temperaturas e Pressoes 

Reaves que ocorrem em solutplo aquosa aquecida a 
altas temperaturas e pressoes si mu I am o ambiente pri- 
mitivo devido a vuleoes submarinos, em que a lava em 
contato com agua do mar provoca scu su per aqu crime n- 
to. Estc tlpo de ambiente c muito cstudado em quimica 
pre-biotiea, por oferecer diversas vantagens, como as 
que seguem. I la quatro bilboes de anos, as moleciilas no 
fundo do mar ficavam protcgidas da dcstrufoao por ra- 
dia^ao ultraviolet a do nos so jovcm Sol que cmitia muito 
rnais radiafao ultravioleta que nos dins de hoje, alem de 
nao existir urna camada de ozonio para filtrar estes raios. 
A presents dc elevada pressao c o supcraquccimcnto, 
aos quais a agua ficava submetida no fundo do mar c 
Beam ate hoje, mu dam a eonstante dieletrica, a dens id a- 
de c a eonstante de dissodagao da agua, a qual passa a 
se comportar como um solvente orga.nl co, o que facilita 
em muito as rea^oes de suite se de biomole cu las e biopo- 
limeros. Conforms aumentamos a distancia do centro 
do vuicao, diminuimos a temperatura da agua; este gra- 
diente de temperatura fornece ambientes para diferentes 
rca^oes. Finalmcnte, silicatos, metais dc transi^ao e sais 
dissolvidos na agua do mar podem catalisar as rca^ocs 
de formagao de biomoleculas e biopol imeros* No en- 
tanto, os enticos deste tipo de ambiente tern levantado 
uma quest ao que de vein os mcncionar: s eg undo elcs, o 
gradiente dc temperatura praticamcntc nao cxistia c as 
altas temperaturas destes ambientes (600° C) nao pro- 
duziriam moleculas, mas sini as destruiriam. Apesar de 
to da csta cent rovers La, dc mancira gcral a com uni da dc 
cicntifica accita estes ambientes como provavcis lugarcs 
para a sintese de biomoleculas e biopolimeros (Baross e 
Hoffman, 1985; Ferris, 1992; Shock, 1992). Utilizando 
estes ambientes (agua aquecida a altas temperaturas c 
pressoes), foi possfvel obter a sintese de divers os a mi- 
no acidos (Ferris, 1992; Alar gov et al., 2002), peptide os 
(Ferris, 1992; Ogata et ab, 2000; Alargov et al, 2002) 
e estruturas esfericas que lembram as celulas modern as 
(Yanagawa e Kojinia, 1985; Yanagawa e Kobayashi, 
1989). For tan to, como po demos ver, este ambiente c 
muito rico em termos de compostos que podem ser sin- 
tetizados. Out in fato que devemos res s altar e que para 
a forma^ao dc peptideos nao foi ncccssaria, cm muitos, 
casos a adfoao dc nenhum tipo de eatalisador, 

Aminoacidos Extraterrestres 

A1 gu m as ques toe s que pode m o s levan tar sob re a m i n o - 
acidos extraterrestres sao: for am os meteoros e os comet as 
responsaveis pelos ami no acid os existentes em nosso pla¬ 


ne ta?; onde for am produzidos estes ami no acidos?; pode- 
riam sobre viver durante a viagem pelo vacuo e a radia^ao 
ultravioleta?; quando da cbegada a Terra sobreviveriam 
ao aquecimento pel a entrada na atmosfera e pelo impacto 
na sup erficie do nosso pi an eta? Com relaqao a primeira 
pergunta, com os dados que dispomos ate o mo men to, 
po demos dizer que os ami no acid os extraterrestres podem 
ter sidn uma das fontes de amino&cidns. Quanto a segun- 
da c a tcrccira perguntas, nao sabemos como c ncm onde 
amino acidos extraterrestres podcriam scr produzidos. A 
unica evidencia que temos da existenria de aminoacidos 
fora do nosso planeta sao aqueles encontrados em alguns 
tipos dc meteoros* Murchison c o mctcoro mais cstudado, 
sendo queclc caiu na Australia cm 1969; ncstc mctcoro ja 
foram determinados cerca de 80 tipos diferentes de ami¬ 
noacidos, incluindo 8 que normalmente sao encontrados 
nos sistemas biologicos atuais, e tambem dipeptideos dc 
glidna (Shimoyama e Ogasawara, 2002; Rawls, 2001)* 
Um estudo realizado por Boillot et al. (2002) sobre o 
comportamento de aminoacidos a bordo de uma mis sao 
na MIR no espa^o mostrou que aminoacidos (L-leueina, 
L-metil-leueina) e tripeptideos de leucina podem sobre¬ 
viver ao efeito da radiacao e do vacuo quando protegi- 
dos apr opr iad amen te dentro do meteoro, sendo que uma 
capa de 5 pm de espessura foi suficiente para protege-los 
da radiaqao ultravioleta e do alto vacuo do espa£o exte- 
rior. Por tan to, a partir destes dados experi mentals c da 
presen^a dc aminoacidos cm meteoros caidos cm nosso 
planeta, pode-se coneluir que a sua sobre vivencia a radia- 
^ao c ao vacuo durante a viagem ate a chcgada ao nosso 
planeta nao se constitui um problem a. Quanto a nossa 
ultima pergunta, um experimento realizado por Blank 
et al. (2001), que Simula a queda de um eometa mostrou 
que uma mistura dc aminoacidos (lisina, norvalina, act- 
do aminobutfrico, fenilalanina) quando submetida a um 
choque que equivaleu a uma variafao de pressao e tempe¬ 
ratura de 50.000-207.000 atmosferas e 139-597° C ? res- 
pectivamente, durante um periodo de tempo que variou 
de 0,85 a 2,7 [is, cerca de 50% dos aminoacidos nao foram 
d e co mpostos e for am produzidos dipeptideos. Portanto, a 
partir dos fates experimentais acumulados ate o momento 
podemos supor que a queda de cometas ou meteoros em 
nosso planeta pode ter sido uma fonte de aminoacidos e 
peptideos. 

Aminoacidos Levogiros (L) 

Apesar de terem sido encontrados alguns poucosD- 
a mi no acidos nos seres vivos super lores (Fuji in, 2002), 
podemos dizer que a maioria esmagadora de todos os 
aminoacidos que lazem parte dos seres vivos e de L- 
aminoacidos. Assim, a pergunta que surge c a seguinte: 




Proteinas e a Origem da Vida 


qual ou quais foram os mecamsmos que selecionaram 
somente os L-aminoacidos para constituirem to cl os os 
seres vivos que coniiecemos? Existem mu it as propost as 
de mecamsmos que poderiam levar a um enriquecimen- 
to de um dos isomeros, porem ate o m omen to nenhuma 
delas e definitive, O quarrzo (outros minerals tambem 
foram prop os to s) foi prop os to como um mineral que 
poderia selecionar um dos enantibmeros, vis to que o 
L-quartzo adsorve preferencialmente L-alanina 20% 
a mais do que D-alanina, porem ate o m omen to nao 
se eneontrou na natureza maior quantidade de um dos 
is6meros do quartzo (Evgenii e Wolfram, 2000). Ou- 
tro mccanismo prop os to (experi mental me ntc possfvel) 
coda maior dccomposfeao de um dos isomeros deuma 
mistura race mica de aminoacidos por luz L ou D circu¬ 
lar ou e 1 ip ti came rite polarizada, porem existem divers as 
criticas, sendo a principal sobre a eficacia deste tipo dc 
mccanismo no cosmos (Bonner et ah, 1999 ; Bonner 
et al., 1999 ; Bonner e Bean, 2000), No entanto, de~ 
vemos r ess altar que este tipo de mecanismo sugere que 
os isomer os-L dos aminoacidos foram enriquecidos no 
espa^o e trazidos para Terra por com etas ou meteoros. 
Existem outros mecanismos propostos para a sele^ao de 
um dos isomeros de aminoacidos, tod avia, como dissc- 
mos anterior me nte, o assunto e muito co n trove rso nao 
exist indo na comunidade cientifica con sen so sobre qual 
deles poderia ter contribuido mais cficazmcntc para a 
sclcqao dos L-aminoacidos (Zaia c Zaia, 2005). 

Dogma Central da Biologia Molecular 

O DNA e o responsavel pel a sintese de RNA, que, 
por sua vez, e o responsavel pcla sintese de protemas e 
algumas enzimas catalisam a sintese de DNA e RNA. 
Este duxo de informa^ao de DNA para RNA e para 
protein as e c ham ado de dogma central da biologia mo¬ 
lecular. A primeira pergunta que podemos colocar c: 
quern surgiu primeiro foi o DNA ou o RNA on foram 
as protemas? Aeontece que o DNA e uma molecu- 
la bastante complexa em estrutura: ela e formada por 
do is filamentos complement arcs que cor re m dc for¬ 
ma antiparalcla* E cada filamcnto c compos to por um 
grupamento fbsfato, mais um apucar (a desoxirribose), 
mais urn a base nitrogen ada - que pode ser a adenina, 
a timina, a citosina ou a guanina - repetidos i mi me r as 
vezes. Uma molecula assim terra baixa probabilidadc dc 
ter sido a primeira “molecula viva ' a surgir de manei- 
ra abiotica. Alem disso, apesar de o DNA ser capaz de 
armazenar de forma eficiente um conjunto de in form a- 
qio que sirva para a produ^ao de novas copias de DNA 
semelh antes a original, ele nao con segue realizar esta 
tarefa sozinho, E ne cess aria a participa^ao de RNAs e 


de protemas para que a infer maqao nele contida se ex- 
presse e seja preservada nas moleculas-filhas de DNA. 
Tsto tom a mais improvavel ainda sua parti cipa^ao ini- 
cial na origem davida. 

Enibora as protemas se most re m ext re m ament e 
versateis, tendo sido as primeiras candidates ao posto 
de primeira molecula viva, existe uma grande tenden- 
cia (nao pela totalidade) na comunidade cientifica em 
aceitar que o RNA e o mats primordial dos tres polfme- 
ros. Is to decor re de algumas caracteristicas interessantes 
do RNA, beni como de uma scrie dc dcscobertas que 
foram acumulando-se ao longo dos anos. Em primeiro 
lugar, as moleculas de RNA sac normalmente represen- 
tadas por um unico filamcnto, c nao dois, como ocorrc 
com o DNA, o que o torna um pouco mais simples e 
mais provavel seu surgimento de maneira abiotica. Por 
outro lado, sua construqao e bastante semelh ante a do 
DNA, sendo form ado pcla repetfeao dc um grupamen¬ 
to s fosfato, um a^ucar (ncstc caso a ribosc) c uma base 
nitrogen ad a (adenina, citosina, guanina e uracila, esta 
ultima no lugar da timina comum ao DNA). Portanto, 
assim como o DNA, o RNA e capaz dc guardar infer- 
ma^ao genetica em sua sequencia de nucleotideos. Nas 
ultimas dec a das, uma serie de estudos tern most rad o 
que o RNA tambem e uma molecula com multiplas ha- 
bilidades, dentro das celulas de procariotos e eucariotos, 
estando envolvido em diferentes processos bioquimicos 
essentials (Joice, 2002). A cap acid ad e cat alitic a de al¬ 
gumas moleculas de RNA c a mais significativa para o 
proposito de se ten tar imaginar como se deu a origem 
das primeiras moleculas vivas, Estas moleculas especiais 
dc RNAs, chamadas ribozimas, participam dc diferen¬ 
tes processes bioquimicos, csscnciais dentro das celulas, 
inclusive na sintese proteica que ocorre nos ribossomos 
de to dos os organ! smos vivos. Portanto, moleculas de 
RNA tambem podem funcionar dc maneira semelh an¬ 
te as proteinas, mais c specific a me ntc as enzimas, Logo, 
uma das vantagens de se imaginar o RNA como eie- 
mento primordial na origem da vida e que este pode 
combinar as fun^oes dc catalisador c dc armazenador dc 
informa^ao cm uma mesma molecula (Shapiro, 2006), 

Contudo, a pergunta mais diffcil de responder e: 
qual foi o segundo polimero que surgiu, foi o DNA ou 
foram as proteinasl J Nao ha ate o momento uma respos- 
ta satisfatdriapara esta pergunta (Freeland et al., 1999), 
A1 guns experimentos sobre purinas c aminoacidos sao 
interessantes e merecem um destaque. Sowerby et al. 
(2002) mostraram que quando a adenina e a xantina 
sao adsorvidas sobre gradte, elas selecionam a adsor^ao 
de alguns aminoacidos, ou seja, este e um mecanismo 
simples de discrimmaqao de aminoacidos feito por pre- 
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-RNA* Mellersh e Wilkinson (2000) demonstraram 
que quando acido poliadenilico e imobilizado sabre si¬ 
lica ele se liga a LTisina de forma seletiva e facilita a 
forma^ao da liga^ao amid a. Portanto, existem algumas 
evidencias de que o RNA pode ter importancia para a 
sele^ao de alguns aminoacidos para posterior sintese de 
protein as, todavia, es tamos muito longe de responder 
nossa ultima pergunta: como estas moleculas (protei- 
nas) foram incorporadas na atual bioqufmica? 


Panspermia 

Estamos o tempo todo supondo que a vida come- 
<;ou em nosso planeta, mas e se a vida tivesse sido gera- 
da cm algum outro planet a c do alguma forma trazida 
para a Terra* O quimico succo S. Arrhenius foi um 
dos que propuscram que cspores podcriam ter setnea- 
do a vida em nosso planeta quando trazidos para ca 
por ventos sol a res* Hoje essa teoria e conhecida como 
panspermia. Isto e possivel? Na verdade, nao sahemos 
sc isto ocorrcu ou nao, a unica eoisa que sab cm os c que 
existem evidencias experimental que mostram que 
esporos pod cm sob reviver a radia^ao c ao vacuo. Con- 
tudo, a idcia de panspermia na verdade nao resolve o 
problema de como iniciou a vida em nosso planeta, 
mas simples me nte transtere o problema para outro lu- 
gar (H or neck et ah, 2001; Clark et al*, 1999; Raulin- 
Cerccau et al., 1998). 

Considera^ocs Finais 

A partir do texto acima podemos tirar algum as con- 
clusoes como segue* Aminoacidos e peptfdeos foram 
provavelmente sub stand as cornu ns na Terra primitiva, 
vis to que essas substand as sao facilmente sintetizadas 
em diversos ambientes que existiram (alguns ainda 
existem) em nosso planeta. Como foi feita a selegao do 
isomer o-L dos aminoacidos ainda nao sabemos, vis to 
que o ass unto e ainda muito debatido pel a comunidade 
cientifica, Final mente, como se deu a incorpora^ao da 
sintese de protein as e a selepao dos mondmeros para a 
forma^ao de protemas em nossa atual bioqufmica e as- 
sunto de muito estudo e debate. 
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lntrodu^ao 

A palavra proteina introduzida pclo pcsquisador 
Jons J. Berzelius em 1838 tern origem grega e signi¬ 
fies 41 de primeira class e” para salientar a mi porta neia 
desta class e de moleculas a os organ! smos vivos. As pro¬ 
teinas exercem papeis cruciais em, virtual mente, todos 
os processes biologieos, tais como catalise enzimatica, 
tr a ns porte e a rmazen amento, movimento coordenado, 
sustentagao mccanica, prote^ao imunitaria, geragao e 
transmissao dc impulses nervosos c controle do creset- 
men to c da difercncia^ao celular, 


As proteinas sao for mad as por cadcias nao ramifi- 
cadas dc aminoacidos, que sao as unidadcs estrutura is 
basicas desta c las sc dc moleculas. £ notavcl que to- 
dos os diferentes tipos de proteinas sejam sintetiza- 
dos como polimeros de apenas 20 aminoacidos. Esses 
aminoacidos sao definidos como aqueles para os quais 
existe pelo me nos um codon especifico no genoma. 
Os aminoacidos for mam liga^oes peptfdicas entre si 
(Fig. 17.1) as quais sao covale rites entre o atorno de 
carbono do grupo carboxilico de um aminoacido e o 
atomo de nitrogenio do grupo amina do aminoacido 
subsequente. Como subproduto desta rea^ao, ha a for- 
inagao de moleculas de agua, resultantes de uma hi- 
droxila do grupo carboxila e um hidrogenio do grupo 
amina. A molecula resultante da simples liga^ao entre 
aminoacidos e denominada peptideo, e os aminoaci¬ 


dos agora recebem o nome de residuos. Esta rea^ao 
jamais ocorre na cclula. A uniao dos aminoacidos por 
ligaqao pcptldica nao c feita por rca^ao dircta entre 
eles ? mas por meio de um complexo aparato de si nte- 
se proteica que inclui ribossomos, acidos ribonuclei- 
coSj varias proteinas c enzimas no proccsso conhccido 
como tradu^ao. 

Uma das caracteristicas das proteinas e possufrem 
estruturas tridimensionais bem definidas. Um poll pep¬ 
tide o linear nao apresenta atividadc biologica, que surge 
apenas quando cstc ganha sua conforma^ao tridimen¬ 
sional. A estrutura de proteinas e geralmente descrita 
como tendo quatro niveis. As estruturas primaria, se¬ 
cundaria c terdaria rcferem-sc as moleculas dc cadeia 
simples, enquanto a estrutura quaternaria se refere a um 
nfvel em que ocorre intera^ao de cadeias polipeptfdicas 
que se agrupam. 


Estrutura Primaria 

A estrutura primaria de uma proteina e formada 
pela sequencia linear de residuos de aminoacidos (Fig. 
17.2) c por pontes dissulfeto entre residuos dc cistern a. 
A estrutura primaria podc variar em niimcro, sequencia 
e tipo de aminoacidos. E a estrutura primaria singular, 
que per mite que uma cadeia polipeptidica se dobre 
em uma estrutura tridimensional e specific a, que da a 
proteina suas propriedades quimicas e fisiologicas. 



Figura 17.1 - Forma^ao de uma liga^aQ peptidica entre aminoacidos. 
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Estrutura Secundaria 

E o arranjo regular dos aminoacidos dentro de deter- 
minadas regibes do polipeptideo. Os dois principals ti- 
pos de estruturas secundarias period icas site as alfa-helice 
(a -helix) e a folha beta-pregtieada (|3 -sheet) (Fig. 17.3), as 
quais foram primeiramenfe propostas por Linus Pauling 
e Robert Corey em 1951. A alfa-helice e for mad a prin- 
cipalmente por pontes de hidrogenio. As cadeias laterals 
dos residuos beam dispostas do lado de fora da hcl ice, 
O principal componente da folha beta e a fita beta, uma 
sequencia de 5 a 10 residuos com extensao variavel. Ha 
tres possibilidadcs de compos 19 ao dc folhas beta a par- 
tir de pontes de hidrogenio entre as fitas beta: folha beta 
paralela, com as fitas seguindo o mesmo sentido amino- 
carboxitemiinal, folha beta antiparalela, com as fitas cm 
sentidos opostos, on ainda uma mistura das duas an ter 10 - 
res. Ale in destes dois tipos principals, encontramos ta ru¬ 
be m os beta -turn y scquencias dc 4 residuos que possibili- 
tam uma volta de 180° na estrutura da moleeula, as al^as, 


regioes nao estruturadas encontradas entre os elementos 
regulares e, final men te, os bravos terminals, nas regibes 
N-terminal e C-terminate Certos arranjo? de estrutura? 
s ecu n dart as consecutivas sao cb am ados de estruturas su- 
persecundarias ou motivos (dommio). 

Estrutura Terciaria 

A estrutura terciaria de uma proteina e o padrao 
tridimensional do dobraniento (folding) da moleeula. 
E comum encontrarmos proteinas com funqao simi¬ 
lar com estruturas prim arias diferentes, porem com 
estruturas terciarias semelhantes. A estrutura terciaria 
podc scr vista como o “cmpacotamcnto” dos elemen¬ 
tos da estrutura secundaria. Com frcqucncia, observa- 
mos padrbes rc cor rentes dc organiza^ao das estruturas 
sccun dart as * Cham am os estes padrbes dc motivos ou 
dommios. Os dommios mais comuns sao somente he¬ 
lices ou folhas beta, hclicc-al^a-hclicc, beta-tara-beta, 
beta-alfa-beta. Domini os sao associates de estruturas 
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Figura 17.2 - Estrutura primaria dc uma proteina. 
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Figur‘d 17,3 - Estruturas secund&rias das proteinas. Os tipos mais comuns dc estruturas secundarias sao as alfa-hclicc c as folhas 
p-pregueada. Xa alfa-hclicc T pontes de hidrogenio sao for mad as entre grupus CO e NH das liga^oes peptidieas, separadas por quatro 
residuos de aminoaeidos. Na folha p-pregueada, pontes de hidrogenio eoneetam duas partes de uma cadeia polipeptidiea estendidas lado 


a lado. As cadeias lateral dos aminoaeidos nao sao m os trad as. 


























Estrutura e Prop rie dudes das Protein as 


201 


secundarias. Os dommios podem ser con siderados uni- 
dades conectadas que podem variar em sua estrutura, 
funqao e dobramento. Cad a dominio pode ser caracteri- 
zado pelo seu dobramento. En quanto algumas protemas 
apresentam uni unico dominio, outras podem ter varies* 
Estes do mini os podem ser definidos como as regioes de 
inter a^ao e atividadc da protema, cabendo ao res tan tc da 
mole cu I a Lima funqao mais estrutural. 

Urn determinante eritico da estrutura terdaria e a 
local iza^ao dos ami no acid os hidrofobicos no interior 
da protein a e dos aminoacidos hidrotlli cos na superfi- 
cie, onde interagem com a agua. Assim t o interior das 
protemas dobradas consistc, prindpalmente, cm mais 
aminoacidos hidrofobicos, arranjados cm alfa-helices e 
cm folhas beta-pregueadas; essas estruturas scamd arias 
sao encontradas nos micleos hidrofobicos das protein as 
porque as ligatpCS dos hidrogenios neutralizam o cara- 
tcr polar dos grupos CO c NH da estrutura do polipc- 
tfdco. As regioes dc al^as que concctam os clcmcntos da 
estrutura secundaria sao encontradas na superfide das 
protemas dobradas, nas quais os componentes polares 
das liga^des peptidicas form am pontes de hidrogenio 
com agua ou com cade las later ais polares dc arninoa- 
cidos hidrofllicos, Tntcra^ocs clitre cadcias laterals dc 
ami no acidos polares (pontes dc hidrogenio c idnieas) 
na super ficie da protema tarn be in sao deter min antes 
import antes da estrutura terciaria. Alem disso, as liga- 
90 es dissulfeto covalentes entre os grupos sulfidril dos 
res (duos dc cistern a es tab it izam as estruturas dobradas 
de varias protemas de superfide celular ou secretadas. 

Estrutura Quaternaria 

Ha protemas que apresentam urn mvel adieional de 
organizaqao na sua estrutura, dispondo duas ou mais su¬ 
buni dadcs dc cadcias polipcptldicas cm urn arranjo espa- 
cial caracteristico. Estas subunidadcs podem scr idcnticas 
ou nao, Estas protemas normalmente so adquirem fun- 
cionalidade quarrdo tod as as subunidades estao agrupa- 
das. A estrutura quanternaria e mantida por liga^oes nao 
covalentes entre as subunidadcs, dos mesmos tip os que 
man tern a estrutura tereiaria das protein as. 

Os cstudos da conforma^ao, da fun^ao c da cvolu- 
£ao das protemas re velar am a importancia de urn nivel 
de organizaqao estrutural distinto dos descritos acima 
(Fig. 17.4). Esse e o dominio proteico, que e o resulta- 
do de quatquer parte da cadeia polipeptfdica que pode 
se enovelar, in depen den tem ente para formar uma estru¬ 
tura com pacta e estaveh Um dominio proteico con tern 
geralmente entre 40 e 350 residuos de aminoaddos, 
sendo a unidade modular da qual mu it as protemas sao 


construidas* Os diferentes dommios de uma prote- 
ina geralmente estao associados a varias fun^oes* Um 
exemplo hem estudado de dominio proteico eneontra¬ 
se na protein a Src envolvida na transmissao de sinais 
no interior das celulas* Esta protema possui dommios 
ST12 e ST 13, que desempenham fun^oes reguladoras na 
proteina e outros dois dommios com fun^oes catalfticas. 
As men ores mol ecu! as de protemas eon tern apenas um 
dominio, enquamto as protemas maiores contem deze- 
nas de dommios, geralmente conectados uns aos outros 
por segmentos relativamente pouco estruturados de ca¬ 
deia polipeptfdica. 

Para ser util a celula, a cadeia poll pep tidica recem- 
-sintetizada deve dobrar-se, adqui rindo sua conform a^ao 
tridimensional caracteristica, ligar-se a alguma pequena 
molecula do cofator necessaria para sua atividadc, ser 
apropriadamente mod id cad a por proteinoquinases ou 
outras enzimas modificadoras de proteinas e associar-se 
cor ret am ente com outras subunidades proteicas com as 
quais el a funcione* Quando uma proteina se dobra for- 
mando uma estrutura comp acta, ela esconde a maioriados 
residuos de ami node idos hidrofobicos na regiao central. 
A lem disso, muitas intera^oes nao covalentes se form am 
entre as varias partes da molecula* E a soma de todos 
esses arranjos energeticamente favoraveis que determ in a 
o padrao de dobramento final da cadeia polipeptfdica - 
como a conformable de me nor energia livre. Anos de 
evoluqao selecionaram protemas que rapid amente adqui- 
rem seu dobramento conforme a extremidade X-terminal 
da sua cadeia polipeptfdica emerge do ribossoino. 

O dobramento ou enovelamento de uma protema e 
feito de forma mais eficiente por uma classe especial de 
proteinas denominadas de chaperon as molecu lares, ds- 
trans-prolil isomer as es e proteina dissulfeto isomer a se. 

As chaperonas molecular es estao inclufdas entre 
as proteinas de cheque termico {heat shock proteins- 
HSP), pois sao sintetizadas em quantidades elevadas 
em situates em que as celulas sao expostas a ternpe- 
raturas acima de 37 V C (42°C). Este fato reflete a ope¬ 
rate de um sistema de retro alimentaqao que res pond e 
a qualquer aumento de proteinas er rone amente dobradas 
(tais como aquelas produzidas por temperaturas eleva¬ 
das), ineentivando a sintese das chaperonas, as quais au- 
xiliam essas proteinas a se redobrarem. As chaperonas 
nao alteram o resultado final do processo de dobramen¬ 
to, mas impedem a forma^ao de intermediarios meta- 
estaveis ou nao produtivos. Elas tambem aumentam a 
velocidade do processo de enovelamento por limit are m 
o numero de vias de enovelamento nao produtivas dispo- 
niveis a um polipeptideo. 
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A estrutura primaria 


B estrutura secundaria 


C estrutura terciaria 



D estrutura quaternaria 



s 


Figura 17*4- Nivcis estruturals dc uma protcma. (A) Estrutura primaria das protcfnas - scqucneia linear dc aminoiciados unidos critre 
si por ligafdes peptidicas. (li)E strutura secundaria - arranjos regulares (alfa-helice e folha beta-pregueada) dos aminoacidos dentro 
de defer mi nadas regioes dos polipetideos. (C) Estrutura rerciaria- forma^ao dos dominies por meio das comhina^oes de alfa=helice 
e folha heta-pregueada conectadas por regioes de al^as da cadeia polipeptidica que dobram cm esrruturas globulares - dominios. (D) 
Estrutura quaternaria - intera^oes entre cadeias polipeptidieas diferentes em protemas compostas por mais de urn polipeptideo. 
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Nas celulas eucarioticas, existem pelo men os duas 
families de chaperonas moleculares - conhecidas como 
HSP60 ou chaperoninas e HSP70 (Fig. 17.5). Diferentes 
membros desta fa m ilia fundonam em van as organelas, 
per exemploj a chapcrona HSP70 conhecida como BiP 
ajuda as protein as a se dob rare m no retie ulo endoplas- 
matko. As duas families dc chapcrona s compartilham 
uma ahnidade por pequenas areas hidrofobicas expos tas 
nas proteinas dobra das de forma incomplete e hidroli- 
sam ATP, geralmcnte ligando c Uberando suas proteinas 
em um dclo de hidrolise de ATP. Entretanto, em alguns 
processes estas proteinas fundonam de forma diferente. 
A HSP70 age precoeemente na vida de muitas proteinas,. 
ligando-se a lima fit a de apmxi madam ente sete amino- 
acidos hidrofobicos, antes dc as proteinas deixarem os 
ribossomos. Em contrastc, as proteinas HSP60 formam 
uma grande estrutura em forma de barril, que atua tar- 
diamente na vida da proteina, apos csta ter si do total me n- 
te sintetizada. Este tipo de chapcrona forma uma carnara 
dc i solamen to no interior da qual as proteinas com dobra- 
mentos errados sao mantidas, evitando sua agrega^ao e 
fornecendo a elas um ambknte favoravel, no qual possam 
ten tar um novo dobramento. 

Uma proteina que tern uma area consideravel de ami¬ 
no acidos hidrofobicos expostos na sua superficie e, geral¬ 
mcnte, anormal: ou houve ialha no dobramento correto 
apos ter deixado o rib os so mo, ou sotreu altera^ao, em um 
dado mo men to, que a desdobrou parcialmente, ou houve 
falha na associa^ao dc uma subunidadc similar normal 
para a formaqao de um complexo proteico maior. Tal pro¬ 
teina, alcm dc nao ser fundonal, podc scr tambem muito 
da nos a para a celula. Regie es hidrofobicas expostas de 


forma inadequada nas proteinas levam a fbrma^ao de 
agregados, que, por sua vez, causam precipitate. Estes 
agregados podem provocar doeas bum an as graves. No 
entanto, na grande maioria das celulas, os mecanismos 
eficientes de controle de qualidade dc proteinas evitain 
tais desastres. As chaperonas moleculares citadas ante¬ 
rior mente sc iigam as rcgiocs hidrofobicas da proteina 
defeituosa, dando uma outra chance ao dobramento. 

Contudo, sc a tcatariva de redobramenro falhar, um 
novo mecanismo e acionado, agora para destruir com- 
pletamcntc a proteina defeituosa. A via protcolitica inicia 
com o rcconhccimcnto dc uma regiao hidrofobica anor¬ 
mal na superficie da proteina e hnaiiza com a entrega 
da proteina a um complexo dc protease conhccido como 
proteossomo. 

As cis-trans-prolil isomerascs intcrconvcrtcm li- 
ga^oes peptidicas cis e trans de residues de prolina e 
aumentam a velockiade de enovelamento. Is so per mi¬ 
te que a co nferma^ao corrcta da liga^ao pep ti die a seja 
for mad a para cad a prolina, como exigido pela estrutura 
enovelada nativa. 

As proteinas dissulfeto isomerases catalisam a que- 
bra e a form at,: ao de pontes dc dissulfeto dc d stein a, de 
mode que as liga^oes incorretas nao sejam estabilizadas 
e o arranjo correto das ligagoes da cistina para a eonfor- 
ma^ao enovelada seja rapi da mente atingido. 


Apos sua si rite se nos ribossomos, as proteinas devi- 
d am ente enovelada s e ja com sua forma tridimensional 


Vias Proteicas 


chaperona HSP70 



ribossomo proteina dobra da corn&ta mente proteina dobrada oorretarriente 


17 + 5 - Estrutura e fiio^ao das familias de chaperonas moleculares HSP60 e 70, A representagao mostra a chapcrona HSP70 atu- 
iiido em fases imeiais do dobramento das proteinas ainda ligadas ao ribossomo e em fases mala avan^adas do processo quando a 11SP60 
atua em proteinas incorre ram ente dobradas. 
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podem seguir diferentes vias no interior da celula. Este 
destine final depen de da sua sequencia de aminoacidos, 
a qual pode ou nao center sinais de enderegamento que 
direcionam seu envio a locais fora do citosol ♦ A maioria 
das p rote mas nao conte m uni sinal de enderegamento 
e, consequentemente, permanece no citosol no qual 
desempenha sua fungao. No entanto, muitas protein as 
tern sinais de en de reg a men to especlficos, que direcio¬ 
nam seu transporte do citosol ao nucleo, ao reticula en¬ 
doplasm atico (RE), as mitocondrias, aos plastfdeos ou 
aos peroxissomos: os sinais de enderegamento tambem 
podem orientar o transporte de proteinas do RE a ou- 
tros destines na celula. 

O RE cap tu ra protein as selector! adas do citosol tao 
logo el as sao sintetizadas, Essas proteinas podem ser de 
do is tip os: as proteinas transmembrana, que sao transpor- 
tadas somente parcialmente atraves das mem bran as do RE 
e torn am-se parcialmente embebidas nele, e as proteinas 
hi dross oliiveis, que sao translocadas completamente atra¬ 
ves das membranas do RE e liberadas em seu lumen, Al- 
gumas das proteinas transmembrana atuam no RE, mas 
muitas sao destinadas a res id or na membrana plasmatic a 
ou na membrana de outra organela. As proteinas hidrosso- 
luveis sao destinadas tanto para o lumen de uma organela 
quanto para a secregao. Todas essas proteinas, indepen- 
dentemente de seu destino subsequente, sao direcionadas 
a membrana do RE pelo mesmo tipo de sequencia sinali- 
zadorae transportadas atraves da membrana por mecanis- 
mos semelliantes, 

Existem pelo menos dois tipos de sinais de endere- 
gamento em proteinas. Urn deles e base ado em exten- 
sao contimia de sequencia de aminoacidos, tipicamente 
com 15 a 60 residues de comprimento, A1 gum as des- 
sas sequencias sinalizadoras sao removidas da proteina 
sintetizada por agao de peptidases de sinal especificas, 
uma vez que o processo de enderegamento tenha sido 
completado. O outro tipo consiste de um arranjo espe- 
cifico tridimensional de atomos na superficie proteica, 
que e formado quando a proteina e enovelada. Os re- 
sfduos de aminoacidos que comprecndem esta regiao 
sinalizadora podem cstar distantes uns dos outros na 
sequencia linear dc aminoacidos c geralmente persis- 
tem na proteina madura. 

Cada sequencia sinalizadora e specific a um destino 
particular na celula. As proteinas destinadas para a trans¬ 
fers ncia ao RE geralmente possuem uma sequencia na 
sua regiao N-terminal, a qual inclui, como caractedstica, 
uma sequencia composta de cerca de 5 a 10 aminoacidos 
liidrolobicos. Muitas destas proteinas passarao do RE ao 
aparelho de Golgi, mas aquelas com uma sequencia espe- 


cificade quatro aminoacidos na sua regiao C-terminal sao 
re con bee Idas como residentes no RE e re to mam a este. 

Ambos os tipos dc sinais dc enderegamento sao re¬ 
con bed dos por rcccptores dc enderegamento que guiam 
as proteinas ao destino apropriado, ondc os rcccptores 
descarregam sua carga. Os re cep tores funcionam cata- 
liticamente: depois de com pie tad a sua met a, eles retor- 
nam ao seu ponto de origem para ser reutilizados. 

Muitas das proteinas no lumen do RE estao em 
transito, na vias para outros destinos; outras, entretanto, 
la residem normal me nte e estao presences em altas con- 
ccntragocs. Essas proteinas residentes no RE contcm um 
sinal dc retengao no RE dc quatro aminoacidos na sua 
regiao C-terminal, que sao rcsponsavcis pc la retengao da 
proteina no RE* Algumas dcssas proteinas atuam catali- 
ticamcntc para auxiliar as muitas proteinas que sao trans¬ 
portadas para o RE a cnovelar-sc c montarcm-sc corrc- 
tamente* Excmplos dc proteinas residentes no RE sao a 
PDI (proteina dissulfeto i&omerase), que catalisa a oxida- 
gao de grupos sulfidrila livres nas cisteinas para formal 
pontes dissulfeto (S-S) e a proteina BiP, uma chaperona,. 
que atua nos processes pos-tradueionais de proteinas no 
RE atraves dos transport adores do RE. 

A maioria das proteinas sol live is e das ligadas a 
membrana que sao sintetizadas no RE, induindo aquelas 
destinadas ao transporte ao aparelho dc Golgi, aos lisos- 
somos, a membrana plasmatica ou ao espago cxtracclu- 
lar, rcccbem a adigao covalentc dc agucares (glicosilagao 
protcica), sendo csta uma das principals funcocs biossin- 
tcticas do RE. Em contrastc, pouquissimas proteinas no 
citosol sao glicosiladas, c aquelas que o sao portam uma 
modificagao muito mais simples dc agu car, na qual um 
linico grupo N-actilglicosamina e adieionado a um resi¬ 
due de serina ou treonina da proteina. 

° P rocesso de glicosilagao envolve a transferencia 
em bloco para proteinas presentes no RE, de um oli- 
gossacarfdeo pre-form ado, const it uido de N-acetilgli- 
cosamina, manose e glicose, total!zando um bloco de 
14 agu cares. Esse oligossacarideo e transferido ao gru¬ 
po NH, da cadeia lateral dc um aminoacido asparagi- 
na na proteina, por is so c dito ligado a asparagina ou 
N-ligado. Os oligossacarideos N-ligados sao de binge 
os mais com uns e neon trades nas glicoproteinas. Me¬ 
nos frequentemente, os oligossacarideos sao ligad{)s ao 
grupo hidmxila na cadeia lateral do aminoacido serina, 
treonina ou hidroxilisma (oligossacarideos O-ligados). 

A gl ico si lagan e uma modificagao comum das pro¬ 
tein as que entram no RE, e uma observagao import ante 
foi a de que algumas proteitias necessitam da glicosilagao 
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N-ligada para que ocorra seu enavdamento adequado no 
RE, ainda que alocalizaqao precisa dos oiigossacarideos 
aderidos a protema nao seja necessaria. As diaperonas 
calnexinae cal reticulina presentes no RE, reeonhecem e 
ligam-se aos oiigossacarideos N-Iigados as protemas in- 
completamente enovcladas e as retem no RE e os oiigos¬ 
sacarideos sao removidos. Dessa forma, impedem que as 
protemas enoveladas incompletamente sofram agregayao 
irrcvcrsivcl* 

Apcsar de to do o auxilio das cliaperonas, mu it as molc- 
culas proteicas (mais de 80% em algumas protein as) trans- 
portadas para o RE falham na tentativa de alcanyai seu 
cnovelamcnto adequado ou sen cstado oligomcrico. Tais 
protemas sao transportadas de volt a do RE para o cito- 
sol, no qual sao degradadas. Urn a vez que as protein as mal 
enovcladas tenham alcanyado o cirosol, sens oligossaca- 
ridcos sao removidos* Apos cstc proccsso que cnvolvc a 
ayao de enzirnas especific as, o polipeptideo desglicosilado 
e rapidamente ubiquidnizado pelas enzimas oonjugadas a 
ubiquitina ligadas ao RE e c entao enviado aos proteosso- 
tnos, no qual sera degradado* 
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Introdu^ao 

A e stratum de um. a protein a e deter in in ad a primei- 
ram ente pel a sequencia dos aminoacidos que a compbe. 
Os aminoacidos, pot sua vez, sao classificados pelo tipo 
de cadeia lateral variavel Ligada ao carbono a If a. Em 
pH neutro, as cadeias de aminoacidos podem ser apo- 
lare.s, polares nao carregadas on polares earregadas. O 
conhecimento da composite de aminoacidos de uma 
protein a e fundamental para sclecionar para metros cs- 
pccificos para sua analisc. O cstudo da fun^ao de uma 
protein a sc bascia cm sua cstrutura que c total me ntc 
de pendente do arranjo tridimensional. Esse arranjo se 
forma por process os de dobra men to da cadeia peptidica, 
o que a torn a capaz de se ligar a m of ecu! as d! versa s e de- 
sempenhar varies papeis nos sistemas biologicos. Varies 
age rites podem romper a e strut ura tridimensional das 
protein as, entre eles: mu da 119 as no pH ou concentrate 
de sal, que alteram as intera 0 es eletrostaticas entre os 
aminoacidos; mud an 9 a s na temperatura, uma vez que 
temperaturas elevadas reduzem a for^a das pontes dc 
hidrogenio; c presen^a dc agentes redutorcs, que rom- 
pem as liga^oes dissulfeto entre residues de cistern a. 

Tres estrategias basic as podem ser utilizadas para 
a separable, purifica^ao e analise de protein as: a elc- 
troforese, a ultra centrifugal 0 e a cromatografia. As 
protemas podem ser separadas umas das outras ou de 
outros tip os de mole cu las, por rneio de metodos de se¬ 
parata 0 que se base! am nas p ro pried ad es das protei¬ 
nas, como: solubilidade, tain an ho molecular, carga 
ionica c especificidade de ligat° com outras molc- 
culas biologic as. 


Solubilidade 

A solubilidade das proteinas depende de pH, con- 
centra^ao de sais e const ante dieletrica do solvents A 
varia^ao da carga liquida dc uma protcina tem implica¬ 
tes na sua solubilidade, No ponto isoclctrico - pi (pH 
em que a proteina apresenta o mesmo numere de radi¬ 
cals acidos desprotonados e basicos pro ton ados), a solu¬ 
bilidade e menor do que em outros valores de pH, em 
que as mol ecu las tem to das a mesma carga e sc repelem 
eletrostaticamente, estabilizando-se cm solu^ao, 

As proteinas apresentam tarnbern varia^ao de solu¬ 
bilidade em tun^ao da concentrate de sais. A soiubi- 
lidadc da maioria das proteinas e diminuida cm altas 
concentrates dc sais. Esse cfeito, denominado cm in¬ 
gles dc salting-out, c muito util, p 01 s o execs so dc sal re- 
tira a agua de solvatacao das proteinas que se precipitam 
(precipitacao sail 11 a). A relaqao da solubilidade com a 
concentrate de sal difere de uma protein a para outra, 
Portanto, pode-se usar o salting-out para fracionar pro¬ 
teinas. Por exemplo, o sulfa to dc amonio a 0,8 M prcci- 
pita o fibrinogenio plasmatico, enquanto que a albumi- 
na do soro e precipitada somente a 2,4 M do mesmo sab 
O salting-out: e tambem util para coneentrar soluqoes 
diluidas de protemas. Por outro lado, muitas proteinas 
globulares, insoluveis cm agua, sao soluveis cm soluqocs 
salinas diluidas. Esse aumento da solubilidade c deno- 
m 1 n ado salting- in. 

A solubilidade das proteinas pode a in da ser altera- 
da por adit 0 dc solve ntc s organicos miscivcis com a 
agua, como a acetona e 0 etanol. Nesse caso, a reduqao 
da constante dieletrica do meio leva a precipitacao das 
proteinas. 
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a e Procedi me n tQ$ Tecnicos 


Tamanho Molecular 

As proteinas podcni ser separadas, cm fun^ao dc sua 
mass a molecular, por eletroforese em gel de poliacrila- 
mida em condiqbes desnatur antes. As proteinas da mis¬ 
tura sao dissolvidas cm uma solu^ao dc sulfate dc sodio 
dodecila (SDS) - um deter gen tc anionico que rompc 
as ligaqoes nao covalentes nas proteinas naturais. Nesse 
pro cedi mento, adiciona-sc tambem mercaptoctanoi ou 
ditiotreitol para reduzir as pontes dis suite to. Os anions 
do SDS se ligam as cadeias principals dos aminoacidos, 
em propor^ao aproximada de 1:2, o que confers ao com- 
plexo SDS-protefna uma carga negativa proporcional a 
mass a da protein a. 

Os coinplcxos SDS-proteinas desnaturadas sao sub- 
metidos a eletroforese cm gel dc poliacrilamida, na forma 
de uma plaea fina vertical. A esse sistema apliea-se uma 
carga clctrica c as proteinas migrant para o polo positi¬ 
ve* As proteinas pequenas sc movem rapidamente no gel, 
enquanto as grandes sao mais retidas, proximas ao ponto 
de aplicapao da mistura. A motilidade da maioria das ca- 
deias polipeptfdicas nessas condi^oes e diretamente pro- 
porcional ao logaritmo de sua massa, Essa rela^ao empi- 
rica, no entanto, nao c seguida por algumas proteinas. 

As proteinas tambem podem ser separadas de molc- 
culas com me nor tamanho por si sterna de dialise utilizan- 
do uma membrana scmipcrmcavcl. As moieculas dc ta¬ 
manho maior que o di a metro dos poros da membrana dc 
dialise sao retidas enquanto que as moieculas menores e os 
ions atravessam os poros da membrana e sao diaiizadas. 

Outro me to do utilizado para a separaqao dc prote¬ 
in as com base no tamanho molecular c a cromatografia 
de filtra^ao em gel. Nesse metodo, a mistura de protei¬ 
nas e aplicada sobre uma coinna constituid a de partial las 
porosas de um polfmero insoluvel e altamente hidratado, 
como dextrana, agarose, ou poliacrilamida* Sephadex, 
Sepharosc c Biogcl sao prepara^oes comer dais cornu ns 
dc polmicros com aproximadamente 100 qm dc diame¬ 
tro. Na cromatografia de filtra^ao, as moieculas peque¬ 
nas podem entrar nos poros do polfmero, mas nao as 
grander Assim, as moieculas pequenas se distribuem 
dentro e fora dos poros, enquanto as moieculas grandes 
se localizam fora dos poros. As moieculas grandes fluern 
mais rapidamente pela coluna cromatografica e sao 
eluidas primeiro porque ha um volume me nor acessivel 
a clas. Dcvc-sc notar que a ordem dc elufoao das molc¬ 
culas, na cromatografia dc filtra^ao cm gel, c contrario 
a ordem em eletroforese em gel, na qual uma rede con- 
tinua do polfmero impede o movimento das moieculas 
grandes* Podem-se separar quantidades muito ma Sores 
de protein a por cromatografia de filtra^ao em gel do que 
por eletroforese em gel de poliacrilamida. 


Carga Ionica 

As proteinas podem ser separadas em funqao da sua 
carga Ifquida pela cromatografia de troca ionica. Se uma 
protefna tiver uma carga resultante positiva em pi 1 7,0, 
se ligara a uma coluna de poll me ro poroso con ten do gru- 
pamentos carhoxilicos, ao passo que uma protefna com 
carga negativa nao o fara. A protefna com carga positiva 
ligada a coluna dc troca ionica podc scr dcslocada (eluida) 
pclo aumento da concentrate de Hereto dc sodio ou dc 
outro sal no tampao dc clufoao. Os ions sodio compctcm 
com os radicals com carga positiva da protefna pela liga- 
£ao a coluna. Assim, proteinas que tem baixa densidade 
de carga positiva liquida tendem a ser eluidas primeiro,. 
seguidas das que possuem maior densidade dc cargas. 

EspecificicLade de Liga^ao 

A cromatografia de afmida.de e um metodo bast an¬ 
te aplicavel para purifica^ao de proteinas. Esse metodo 
sc fund amenta na afinidadc dc proteinas por grupa- 
mentos qufmicos espccfficos. A concanavalina A, por 
cxcmplo, c uma protefna vegetal que podc scr purificada 
passando-sc o ex tram vegetal bruto por uma coluna dc 
polfmero poroso contendo radicals dc glicosc ligados 
covalentemente. Como a concanavalina A apresenta 
grande afinidade por glicose e ira ligar-se a esta mole- 
cula permanecendo aderida a coluna, o que nao ocor- 
re com a maioria das outras proteinas que sao eluidas. 
Pam se eluir a conconavalina A tom ad a neste exemplo, 
adiciona-sc uma solu^ao concert trad a dc glicose que a 
dcsio car a para a solu^ao* Em gcral, a cromatografia dc 
afinidadc podc scr utilizada com efidenda para tsolar 
uma protefna dc interesse que rcconhc^a um. radical cs- 
pecifico. Esse radical podcra scr ligado a uma coluna 
que sera colocada em contato com a protefna de inte¬ 
resse. Em seguida, a coluna pod era ser lav ad a com uma 
solu^ao concentrada do mesmo radical que promovera a 
eluiqao da protefna. 

Enzimas Proteoliticas 

Ha uni ere see nte consenso de que todo comp a ru¬ 
men to ce!ul arc perfundido ou contem mu 1 tipi as protea¬ 
ses, embora o papel da maioria destas enzimas proteoK- 
ticas continue um mistcrio* No entanto, e surpreendente 
que a grande maioria das proteinas escapa da a^ao das 
proteases, enquanto poucas sucumbem ao advento da 
proteolise, Esta maqu inaria existente em basicamente 
tod as as celulas vivas e comp os ta por elementos para au- 
todestruicao como enzimas digestivas hidrolfticas, entre 
elas as nucleases, polissacarfdeo-hidrolases, fosfatases e 
proteases (proteinases ou enzimas proteoliticas). 
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Nas cclulas de mamiteros, as proteases estao em- 
pacotadas em lisossomas organ el as preserves no ci to¬ 
pi asm a responsaveis por captar polipeptideos ou outros 
poltmeros e destruf-los em drain stand as fisiologieas. 
As proteases tambem estao envoividas em urn a serie de 
import antes processes fistolbgieos, como acila^ao e de- 
sac ila^aOj clivagem de pro-hormonios — insulin a, gluca¬ 
gon, paratiroide e renova^ao regulada de m aero mol ecu- 
las na matriz extracelular em determ in ados pe nodes do 
desenvolvimento e da mi gratae e divisao celulau 

As enzimas protcoliticas tern apocs divididas em 
duas categorias; i) proteolise limitada, em que a en- 
zima diva somente uma ou poucas liga^oes peptfdicas 
na proteina-alvo levando a ativafao ou matura^ao da 
protefna inativa; ii) proteolise ilimitada ou total, em 
que a enzima deg rad a proteinas ate sens constituintes 
finais, os aminoaeidos* As proteinas a serem degradadas 
sao usual men te conjugadas com multi pi as moleculas de 
ubiquitina* Essa modifica^ao marca a protefna para a 
suahidrolise rap i da pelas proteases na presen^a de ATP. 
Outra forma de proteolise total e a com parti mental ir 
za^ao das proteinas nos lisossomas, onde estas sofrem 
degrada^ao rapida. 

Em pkntas, as enzimas hidroliticas estao estoca- 
das nos espafos vacuolares e sua a^ao no ritoplasma 
esta sob controle de mu mere s inibidores especificos. 
Em micro-organismos, as enzimas hidroliticas podem 
ser encontradas no espa^o periplasmatico em bacterias 
gram-negativas, e no meio de cultura de gram-positives. 
Sua principal fimqao nesses micro-organismos e digerir 
macro mol ecu las do meio, tornando-os iragmentos pe- 
quenos suficientes para serem capturados pel a celula. 

Invariavelmente, to das as proteinas sao degradadas 
intra ou extracelularmente, e entao, sob determinadas 
condi^oes, p ode in ser completa e efetivamente degra¬ 
dadas ate aminoacidos por enzimas proteoliticas. En- 
tretanto, alem do seu papel fisiologico, essas enzimas 
podem ocasionar problemas, Isso ocorre, por exemplo, 
durante o processo de obten^ao de um extrato protei- 
co bruto de celulas ou tecidos, no qual quase sempre 
e rompido o delicado equilfbirio do meio intracelular 
que evita a de&tmiqiio das proteinas intraceiulares, O 
rompimento de lisossomos por homogene izaqao meca- 
nica ou utilizacao de um tampao de lise poe em risco 
a protein a alvo a ser investigada, que geralmente se 
encontra em pouca abundancia na celula. Desta forma, 
a proteolise indesejada e um problem a universal e neon- 
trad o na ana lise de proteinas is ol ad as de todos tip os 
de organismo. Quaiquer estudo de proteinas deve ser 
conduzido dc forma a evitar a proteolise, Alem disso, 


os procedimentos dc isolamento, purificapio e analise 
devem garantir que as proteinas isoladas repre sen tern 
as formas iisiologicas e que nao se originaram de pro¬ 
teolise durante as etapas de preparaqao da amostra. 
Assirn, e importante prevenir e identifiear a proteolise 
in vitro para garantir resultados confiaveis no estudo 
estrutural c funcional das proteinas isoladas. Adiante, 
neste capitulo, serao comentados os procedimentos de 
prevenqao e mininiizapio da proteolise durante a ob- 
ren^ao dc uma protefna* 

As proteases sao classificadas de a cord o com o ta¬ 
rn an ho molecular, carga ou e specific id ade de substrato. 
Quatro classes de acordo com o mecanismo de a^ao sao 
reconhccidaspclaUniao Inter nacion aide Bioquimica: (i) 
as scri no-pro teases; (ii) as asparrato protease; (iii) as cis- 
temo protease e (iv) as metalopro teases. Na tab el a 18.1, 
sao apresentadas scis familias dc proteases que tern gru- 
pos dc aminoaeidos funcionais caractcristicos com con- 
figuraqao particular, formando o sitio ativo. 

As proteases sao hidrola$es ? is to e, clivam por hi- 
drolise as ligacocs pcptldieas cut re os residues dc a mi- 
no acidos dc uma cadcia polipcptidica. Os mccanismos 
de a^ao das endopeptidases sao mdhores entendidos 
que o das exopeptidases, assim denominadas por fazer 
parte do meio intra ou extracelular, respectivamente* 

As serino-proteases principals, quimotripsina, trip- 
sina e elastase, sao enzimas produzidas pelo pancreas 
dc marmferos* As serino proteases diferem entre si pci a 
espccificidadc do substrato, Por exemplo, a quimotrip- 
sina tern maior afinidade por grupos aromaticos dos 
aminoaeidos da cadeia cujo car bo no da carbonila fa^a 
parte da Ugapao peptfdica a ser clivada, A tripsin a tern 
maior afinidade por aminoaeidos carregados positiva- 
mente como a lisina e a arginina. As serino proteases 
sao responsaveis pela hidrolise da liga^ao peptidica de 
proteinas por meio do ataque nucleofilico do residue de 
serin a (Ser 195), pre sente no sitio ativo da enzima, so- 
bre o carbono presente na carbonila dc um residue dc 
aminoacido de um substrato* A reatividade das serino 
proteases envolve tambem a present a de residues histi- 
dina no sitio ativo da enzima. Ambos os sitio s - serin a 
c histidina dost as proteases - sao passivcis dc inibiqao 
como indie ado na figura 18*1. 

As cistcino proteases dependem de um residue eis- 
tcina nucleofilico que c passivcl da ai;ao dc inibidores 
apropriados. Estas proteases possuem um mecanismo 
catalitico que envolve o grupo sulfidrila da cistema. A 
desprotoniza^ao da sulfidrila da cistcina ocorrc pci a 
a^ao dc um residue histidina adjaccntc c c seguido pclo 
ataque nucleofilico do enxofre da ci stein a ao carbono da 
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Tabcla 18 * 1 - Familias de enzimas proteolideas. 


Eaitiilm (*) 

Proteases 

Aminoacidos do sitio ativo (**) 

Serinoprnteases [ (m ami feres) 

Quimolripsina (EC 3.4.21.1) 

Tripsina (EC 3.4.21.4) 
blastase (BC 3.4.21 .1 1) 

Cal acre ina Pancreatic a 

Asp 102, Seri 95, His 57 

Serino proteases II (bacteria) 

Subtilisiiia (EC 3.4*21*14) 

Asp32, Scr22I, His64 

C i stein op ro teases 

Papaina 

Atinidina 

Catcpsinas dc figado dc rato 

Cys25,Hisl59, Aspl5K 

Aspartatoproteases 

Pemcilopepsina 

Rhizopus Chineses e bndokia parasitica 

Renin a protease-acida 

Asp33, Asp213 

Metaloprotcases I 

(mamiibro) 

C ji bo\ipeptidase Bovina A (EC 3.4.17.1) 

Zn, Glu270,Try248 

Metaloproteases II (bacteria) 

Termolisina (EC 3.4,24,4) 

Zn, CjIuI 43, His23l 


1 ouic; Keur&th, H, Ihc diversity oi proteolytic enzymes, In; Proteolytic enzymes. A practical approach Uevnon* R.J, & bond, J.S, cds. 1RL PRESS 
Oxford, Capitulo 1 p. 1-13. ' s J£sta tabcla inclni somente enzimas de sequencing de aminoacidos ednheeidos e estmt urn tridimensional, cxceto para catcp si¬ 
ll as. ffgado de rate B e IL para os quais a estrutura tridimensional tem sido suposta atraves da analogia com papaina, ntimero de residluos correspondence 
a sequecicia de aminoiiddos das enzimas lisladas em negrito na coluna 2. 


earbonila, O tides ter form ado liga o novo carboxitemi- 
nal a cistern a tioi em um intcmiediario da rea^.ao, 

A papaina e a principal cisteino protease de plantas. 
A catepsina e uma grande familia de proteases lisossd- 
micas com grande variedade de substrates. As caspases 
sao cisteino proteases envolvidas na ativa^ao de apop- 
tose. As calpainas sao cisteinoproteases ativadas por 
calcic, que clivam protein as intracelulares envolvidas 
na motilidade e adesao. El as regulam processes Como 
migra^ao celular e cicatriza^ao. 


As aspartato proteases sao uma importante familia 
de enzimas hidrollticas associadas a varias conduces pa- 
toldgicas, co mo a hipertensao (renin a), ulcer a gastrica 
(pepsina), distrofia muscular e doenqas neoplasicas (ca- 
tepsina D e E)« Estudos de cristalografia revel a ram que 
o sftio ativo consiste de dois grupamentos carboxila dos 
residues: Asp-32 e Asp-215 - firmemente ligados a uma 
moleeula de agua. Para exercerem sua a^ao, essas enzi¬ 
mas hidrollticas empregam cssc par dc residues de aspar¬ 
tate para sensibilizar e hidrolisar a liga^ao peptfdica. 



Figtira 18.1 - Representa^sLo do complexo enzima-substrato das serino proteases, indicando os residuos Serl95 e His57,essendais para a at^ao 
proteolftica da enzima (A). Estrutura tridimensional de duas serino proteases - elastase e quimotripsina - ressaltando no centro (preenchido) 
o sitio catalitico (B). Ad apt ado de Alberts, et al., 2008. 
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As me talopro teases ou z in coproteases sao depen- 
dentes da habilidade de retirar um eletron de um ion 
metalico, preferencialmente o zinco, podendo ser tam¬ 
bem o cobre e o niquel. Durante a catalise, o zinco 
promove o ataque nucleoli I ico ao earbono da carbonila 
atraves da molecula de oxigenio da agua presente em 
seu sitio ativo, O sitio de ligapao ao zinco no sitio ativo 
da enzima indui dois rcsiduos de histidina cujo grupa¬ 
nic nto imidazol csta ligado ao zinco, 

Nesse grupo de proteases, estao indufdas as car- 
box ipeptidases, metal op roteases da matrix extraceular 
(MMP) que sao secretadas pel as celulas e uma protease 
lisossomal. Algumas MMPs, como a eolagenase, estao 
envolvidas na degrad apao da matrix cxtracclular durante 
o remodelamento do cccido. Outras possuem um pap cl 
relacionado a sinal izapao celular e na liber apao de ci- 
tocinas pu fatores de c re sc i men to a partir da superticie 
cclular pda clivagcm dc protein as as so cl a das a mem- 
bran a. MMPsj como a cstromclisina 1 , tem side dctcc- 
tadas naperiferia dos carcinomas invasivos, favorcccndo 
a metastase tumoral por mecanismos de proteolise e an- 
giogenese. Muitas MMPs tambem contribuem para a 
degradapao das articulates e a artrite reumatoide* 

As enzimas protcoliticas sao ind is tinta monte distri- 
buidas cm todos os tccidos biologicos c fluidos corporals. 
O repertorio de proteases, componentes integrals das 
celulas, e enorme e, em parte, pouco explorado. Dentre 
as e stud ad as po demos dtar a classe das proteases lisos- 
somais, as scrino preoteases dc granulocitos, proteases 
ligadas a membrana c proteases tcctdo-cspccificas pre- 
sentes no si stem a reprodutor, musculo, pclc, cristaltno, 
adrenal e pituitaria. As proteases dependentes de ATP 
tem sido isoladas a partir do musculo esqueletico, fi- 
gado, adrenal, reticulocitos e outros tec i dos. A mhos os 
grupos de proteases tem um pH alcalino btimo. 

Em contraste a cssas proteases oligomerteas, pro¬ 
teases de alto peso-molecular (peso molecular 350-750 
kDa), as cisteino proteases lisossomais do figado e bapo 
tem baixo peso molecular (20-40 kDa) e sao mats ativas 
em pH acido, Muitas del as sao glicoprotemas. As mats 
proeminentes proteases ligadas ou associadas a mem¬ 
brana sao as peptidases de sinal eucarioticas, e cert as 
serin a e metalo-peptidases associadas com a borda em 
escova do intestine e rim. 

As prate mas cel ul ares estao sujeitas a renovapao, 
e mb ora as taxas sejam con si deravel men te dife rentes, 
Dessa forma, as protein as isoladas a partir das celu¬ 
las sao substrates potentials para uma ou mais enzimas 
protcoliticas end 6 gen as.. Dentro da celula, cent u do, a 
proteolise e altamente controlada, Isso e devido a uma 


combi nap ao de fatores, incluindo eomparti mental! za- 
pao, presenpa de inibidores de proteinase endogenos e 
a infiuencia de uma variedade de componentes celu¬ 
la res que podem atuar sobre a conformapao da pro¬ 
tein a. Qiiando um tecido e rompido durante o isola- 
men to de uma protein a, esses cont roles sao perdidos. 
Compartimentos subcelularcs sao desfeitos, complexes 
enzima-inibidores sc form am ou se dissociam e as intc- 
rapdes entre proteinas e outras moleculas sao alteradas. 
Componentes do tampan de ext rap ao podem afetar a 
conformapao das proteinas e assim, aumentar a vulne- 
rabilidade da proteolise. 

Suscetibilidade Proteolitica das 
Proteinas Naturais 

A es tab! lida.de das proteinas ditere marcadamente 
tanto in -vivo quanto in vitro. As proteinas com maior 
renovapao na celula sao mais vulneraveis a proteolise 
no extra to celular. As proteinas dc menor tamanbo sao 
mais resistentes a proteolise. As estruturas lcvcinentc 
enroladas das proteinas globulares sao mais resistentes 
a proteolise devido as poucas ligapdes peptldicas ex¬ 
po stas que perm item o ataque dc proteases* Contudo, 
estruturas planas adjaccntcs presentes na porpao N ou 
C-tcrminal da protcina sao alvos vulncravics ao ataque 
de preoteases. Proteinas multifuncionais, que possuem 
mais de um sitio catalitico ou de ligapao dentro de uma 



por proteases* Entre tanto, ainda sc dcsconhece por que 
algumas proteinas com ccntcnas de ligapdes pcptfdicas 
sao refr at arias a apao de varias endo e exopeptidades, en- 
quanto outras proteinas tem alta suscetibilidade ao ata¬ 
que de proteases. 

Algumas moleculas podem afetar direta ou indi- 
retamentc a conformapao das proteinas. Agentes csta- 
bilizantes, como glicerol c dimetilsulfoxido (DMSO), 
estabilizain a conformapao das proteinas. Agentes re- 
dutores, como mercaptoetanol e ditiotreitol, previnem 
a oxidapao de grupos tiois dos residues de cisteina e, 
deste mode, man tem a estrutura natutral das proteinas, 
e mb ora ten bam tambem efeito desestabilizador por re- 
dupao de pontes dissulfeto intramoleculares. A ligapao 
a moleculas, tais como substrates e cofa tores, tend cm a 
manter a proteina em uma conformapao mais re sis rente 
a apao de proteases, e mb ora algumas moleculas efetoras 
podem ter eteito oposto. 

Se, por um lado, as proteases pro move m import an¬ 
tes modificapoes enzimaticas em proteinas in vivo, de 
outro, torna-se um problema a ser vencido quando o in- 
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teresse c analisar e mampular as protemas in vitro , As- 
sim, faz-se necessario o uso de in ibid ores de proteases. 

Inibidores de Proteases 

A lise das eelulas para o isolamento de proteinas 
pode resultar tambem em libera^:ao de proteases dos 
compart imentos subcclulares. Essas proteases prccisam 
scr removidas rapidamente para garantir que a protefna 
dc intcresse per mane 9 a intacta* Alguns inibidores de 
proteases precis am ser utilizados para re tarda r ou efeti- 
vamente inibir a proteolise. 

Os inibidores de proteases podem ser divididos em 
duas classes: ( 1 ) inibidor dc baixo peso molecular, sf- 
tio ativo-espcclfico que modi fie a irreversivelmente urn 
rcsfduo dc aminoaeido do sftio ativo, e ( 2 ) inibidores 
dc proteases dc o cor rend a natural, muitos dos quais sc 
com pertain como pseudossubstratos. 

Membros pro enimine ntes do primeiro grupo sao: 
diisopropil fbsfofluoridrato (DTPF) e fiuoreto de j£-fe- 
nilmetilsulfonila (PMSF), reagindo com sftio ativo da 
scrino protease; c clorometil acetona dcrivado de amino- 
acidos c peptidcos que reagem com a histidina da trfade 
catalltica. Aspartato proteases sao inativaspor compos to 
do tipo di azoace til, bem como por meio de pepstatina 
pentapepteideo deacilada. As metaloproteases sao geral- 
mente inibidas por agentes quel antes de metal, como 0 
act do etilenodiam in o retraced eo (EOT A). Carbox liases 
A e R sao espedfieamente inibidas por protefna espedfi- 
ca isolada da batata e a termoUsinapor fosforamidona* A 
tabela IS.2 content inais informa^oes sobre os principals 
inibidores de proteases disponfveis bem como sua con- 
centra^ao de uso, solubilidade e estabilidade. 

O Litros reage ntes usados para prevenir proteolise, em 
um miniero limitado de estudos, incluem a bacitracin a, 
inibidor de sintese de parede bactedana; (TAME), subs¬ 
trate da tripsin a; N-carbobenzoxi-L-fenilalanina (Cbz- 
Phe); metilainina; e fumarato de p-amonipropionitrila. 

Procedimentos de Prevenf ao da Proteolise 

Para o isolamento e ana Use de uma protefna, alem 
da utilizapao de inibidores de proteases, alguns oui- 
dados devem ser tornados e protocoios devein ser de- 
senvolvidos a fim de prevenir a atividade de enzimas 
proteoliticas endbgenas. Esses procedimentos devem 
reduzir a^ao de proteases na amostra e permitir a rapi- 
da remo^ao de enzimas proteoliticas residuals que nem 
sempre e possfvel. Na tabela 18.3, sao indie ad os varies 
procedimentos para suprimir a atividade de proteases 
endbgenas. 


Preven^ao da Proteolise por Desnatura^ao 

Se a protefna de interesse nao necessita estar na sua 
forma ativa, como no caso de proteinas totals analisadas 
por SDS-PAGE, rccomcnda-sc o uso dc conduces 
desnatur antes durante c apos a lisc cclular. A extra £ ao 
da protefna pode ocorrcr 11 a presen^a dc ureia, SDS ou 
hidroclorcto dc guanidina. E import ante res s altar que 
protei nases sao frequentemente resistentes a desnatu- 
ra^ao do que outras proteinas. 

Condi^des desnatur a ntes leves podem aeelerar a 
proteolise expondo sitios dc proteinas alvos sent a ina- 
tivacao de proteinases. Inibidores de proteinases devem 
ser utilizados, em conduces desnatur a ntes, principal- 
mente se agentes redutores e SOS totem adicionados 
as amostras sem aquecimento a 100 °C. O aquecimento 
das amostras, lined latamente apos a adiqao do agen- 
te desnatur ante, as segura a inativa^ao da maioria das 
proteinases. Incuba^ao a 100”C durante 2-3 minutos 
e suficiente para preparar as amostras para analise por 
eletroibrese em sistema desnatur ante. Para assegurar 
um rapido equilfbrio quando as amostras sao aquecidas, 
os volumes das amostras deverao ser o men or possivel* 
Temperatura inferior a 100°C pode nao prevenir a pro¬ 
teolise. Algumas proteinases podem resistir a condi^oes 
de desnaturafao drasticas e sua atividade pode ser res¬ 
taur ad a quando os agentes desnatur antes silo removi- 
dos. As sim, os pro cess os dc desnatura^ao nem sempre 
sao uma solu^ao permanente para prevenir a proteolise. 

Metodos Empregados para 
Identifica^ao de Proteinas 

Os metodos empregados para a detee^ao, identifica- 
gza ou quant ifica^ao de proteinas tern as mais variadas 
aplicafocs. Na scqucncia, sao indie a das as principals 
aplica^ocs dos metodos dc idcntifica^ao dc proteinas c 
os capitulos cm que as informa^ocs mais dctalhadas po¬ 
dem ser encontradas. 

A detec^aoe identifica^ao de proteinas em extratos 
totals ou frapbes e em e tap as de purifica^ao de proteinas 
csta detalhada no Capitulo 5 - Scpara<~ao e Idcntifi- 
cagao dc Acidos Nuclcicos c Proteinas e no Capitulo 
24 - idcntificaqao das Proteinas por Elctroforcsc Bidi- 
mcnsionaL 

A quantifica^ao de proteinas em extratos totals, fra- 
9 bes e proteinas purificadas pode ser realizadapor espec- 
trofotometria, como detalhado Capitulo 19 - Espectro- 
lotometria para Analise de Proteinas Totais e Capitulo 
20 - Determinate Espectrofotometrica de Proteinas. 
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Tabcla 18.2-Inibido 

res de proteases 

usuais. 


Inibidor 

Peso Molecular 

Proteases inibidas 

Observances imp or tallies 

Pepstadna A 

685,9 

Inibidor dc aspartato proteases aodas c muitas 
proteases dc micro organismos 

CE 1 jjlM. Solu^ao cstoquc 1 mM. Soluvel em 
mctanol Estavel por mcscs a 20° C. 

Acido iodoauetieo (1AA) 

186 

Inibidor de cistefno proteases (nao e espedfico 
para rcsiduos cistern as no sitio ativo, podendo 
iinbir outtas enzimas) 

CE 10-50pM, Solugao cstoquc 10-100 mM 
em agua. Decompde-se lenramente. 


E64 

357,4 

Inibidor cistcino proteases (inibidor irrever 
sivel que nao modifier residues eisteina de 
outras enzimas) 

CE 10|iM, Solmyao estoque 1 mM cm agua, 
estave] por meses a 2if'C. 

Clotoacctil HO Leu Ala 
GH-NH2 

30,8 

Inibidor dc cistcino proteases 

CE 1 mM. Solucao estoque dc 10 mM cm 
■agua, ! J reparar na hora do uso. 

Leupeptina 

475,6 

Inibidor da maioria das cistcino proteases c 
tainbem scrino-proteases 

CE 1-100 [ilL Sohigao estoque 10 mM cm 
agua ou tampao. Estavel uma semana a 4° C 
ou um mes a -20"C. 

TLCK 

369,4 

Inibidor irreversivel dc tripsina e oultas serino 
c cistcino proteases 

(h. 10-100 pM, Solucao esioc|ue 10 mM em 
agua (pH 3 6). Prcp-arat na htjra do uso. 

TPCIC 

351,9 

Inibidor irreverssivel de quimotripsina e outras 
serino c cistcino proteases 

Solubilidadc limitada. 

Kspecificidade limirada com serino proteases 
(inibidor enzimas scmclhantes a quimotrip- 


sina). 


PM$F 



CE 0,1 1 niM. Scilu^io cstoquc 20 100 mM 

Inibidor reversivel de serino proteases (qui- cm metanoL etanol, propanol on DMSQ. 

motripsina, trombitia, cripsina, plasmina e Estavel por 0 meses a 4 0- C. H insravel em 

papaina) meio aquosti, diluit no tampao intcdiatacncntc 

an res do uso. 


DFP ou DipF 184,2 


Inibidor irrcvcrsivc! de rod as as serino prote¬ 
ases, Altamente toxico pois inibc a acctilcoli- 
ncstcrasc 


0il ; . (J,l mM. Solu^an cstoque dc 200-500 m\i 
cm propanol. Estavel varios meses a -70" C. 


3,4 DCI 215 


Itiibidor de mu iias serino proteases. J^en- 
camente reversed, Nao e ativo para beta- 
lactamascs 


CE 5 100 pM. Solueao cstoquc 100 mM cm 
DMSO ou DM FA. Estavel a -2(T C. 


Quimosratina 



Inibidor reversivel de serino e cisteino protea¬ 
ses como qnimotripsina, papaina e eatepsinas 

A, B e C 


CE 10-100 pM. Solu^ao cstoquc 10 mM cm 
DM 80. E. stave l por mcscs a -20°C 


Antipama 


604, 


Itiibidot de papaina, trips ina, catepsinas A e B, 
c cm me nor extensao a plasmina 


CE 1 100 pM. Sohn; an cstoquc 10 mM cm 
agua ou tampao. Estavel Lima semana a 4° C c 
um mes a -20 IJ C. 


Elastatinal 


512,6 


Inibidor da serino protease similar a elastasc 


CE 10-100 pM. Solupao cstoquc 10 mM cm 
a glia. I', stive I uma setnana a 4" C e um mes 
a -Hf C- Estavel uma semana a 4 11 (! i: mcscs 
a -20°. 


Aprolinina 


-6500 


Inibidor dc senna proteases: plasmina, quimo CE 3 -2 pM. Soluvel cm agua. Solu:t;ao esto 

tripsina, calicreina c tripsina que 10 mM. 


kdta 

372,24 

> 

Inibidor de tu eralopro teases. F quel tin re 
rcvcrsivcl. Podc dcSCstabilizar algumas serino 
proteases e iuterferir em ptoecssos biologic os 
dependentes de metais 

6"E 1 mM. Solucao estoque 0,5 M cm agua 
(pll 8,5). Estavel por mcscs a 4° C. 

Fosforamidona 

543,6 

Inibidor de metalo-endopeptidases de mamife- 
ros e bacterias 

CE 1 pM. Solucao estoque 1 mM em agua. 
Estavel por um mes a 20 n C. 

1,10-Fen atifrol ina 

1 98,2 

Inibidor tie tnetaloproteases 

CE 1 10 mM. Solucats cstoquc 200 mM cm 
metanol. Hstavel por meses a -2iF C, 


Fontc: North MJ. Prevention, of unwanted proteolysis. In: Proteolytic enzymes a practical approach. Bey no n, RJ, &. Bond, J.S. cds. 1RL PRESS Oxford. 
Capitulo 6 p. 112.1989. CE: conccntra^ao efetiva; DMSO; dimcrilsulfo.xido; DOF dieloisocomarimi DFP ou Dipl 1 ’: diisopropilfosfoHuoridrato; EDTA: 
Acido Etilcnudiaminotctracctico; PMSF: fluorcto dc p-fcnilmctilsuHonila; TLCK: Cloromctilectona de N-d-p-tosil-L-Lisina; 1PCK: Cromomclilce- 
tona de tosil-L-fenilaknina; 3,4 DCL - 3,4 dedoisocumartm; Dip F ou DFP - diisoproptlfosfofliLoridrato; PMSF - l 7 luoreto de p-fenilmetilsu ferula; 


EDTA - Acido Etilenodiaminatetrac^lico. 
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Tabela!8.3- Procedimentos que auxiliam na inibi^ao de proteases em preparados proteicos 


Faior 

Procedimento 

pH e tanipao 

Lsar um tampan com pH abaixo f>u acuna da atividade dtima dc ptotcinascs. Nao ba variagocs dc pH cm que toda?i 
as enzimas protcfiliticas sc tornam inativas, porem acima do pH neutro as atividadcs dc enzimas nao cspcclficas c 
altamcntc arivas dos lisossomos ou vacuolos podem scr minimizadas, Sc, como cm Icvcduras, o pH cclular 6 mcnor 
que 7,0 (neutro), uma alta cf>n.ccntracat) dc tampao devera scr usada. I nn pH neutro favorccc intcra^bcs entre prote] 
nases e algum inibidor en doge no podera promover algum gtau de ptoleeao. 


A atividade das proteinas cs c minimizada quando sc ttabalha a baixa temper a tura, Em gcral os procedimentos de 
Baixa temperatura extracat) de proteinas e principalinencc ok que dutram urn loilgo periodo de tempo devem set eonduzidos cm gelo e 

as amostras estocadas em gelt). 


Tempo curto de preparatpio diminui a probabilidade de protedlise. Procedimentos longos, mmo a dialise por mais 
. que 12 h, devem ser realization com a inclusan de snibidoren de proteinasen no fampao de dlialise. lim alguns si siennas, 

LU1 ^° como pot exemplo. levcd liras c alguns fuftgos filamcntoSos, a mcubacao de extracao prolong a da resulta cm a ti vacuo 

de protemascs devido a degrudacau dos inibidores endogenos. 

tteagenies que csiabiliznm proteinas podem prnteger ct)iitra pmreolisc. A inclusan dc glicerol (15-35% v/v) ou dime- 
til su I fox i do |D.YIS( )) (10% v/v) pnde set util durante a preparation e armazenamento. Agcntcs re dm tores seme I halites 
Agcntcs cstahilizadnrcs ao difiotrcitol (DTI ) (0,1 -1 mM} ou mcrcaplnetanol (1-10 mM) asseguram que os grupos ridis livres nao sejam 

oxidados, porem podem ativat ei s tein o - pro t e in a s e s, Os reage ntes poderao afetat a atividade da pro tern a de interesse e 
agentes red Litotes poderao diminuir a eticada de alguns inibidores de proteinase. 


Pmtcina cxbgcna 


Efctores 


A adi^ao de protein as exogenas, tnmn a album in a bovina do soro (1 5 g/L), pode proteger contra a proteolisc,. por 
ofereter um suhstrato alternative para as prorcinascs endbgenas. Ftap as adicinnas devem ser introduzidas na prepaja 
cat) para remover as proteinss exogenas, 

Efetores de baixo peso molecular lain eorno substratos, analog os de substrates e cofatores podem auxiliar a man ter a 
protein a cm uma conformacao cstavcl c pnevenir o ataque proteolltico. Ncm to dos os substrates ou cofatores podem 
scr ncccssariamcntc cfetivos. Ncm tod os os substrtos ou cofatores poderao scr nccc$Sariamcnte cfetivos. Cad a subs 
trato c cofatt)r devetao scr testados cornu parte dc uni proccsso dc traigcni para cncontrar o mclhor agente protetor. 


()inirir afivadores 


Attvadores de profeinases potentials tab como cations divalentes, os quais podem ativar e/ou esrabilizar proteases, 
devem scr cxcluidoS dos tampbcS dc extracao. 


Finite: North M.f, Prevention oi unwanted proteolysis. In: Proteolytic enzymes a practical approach. Beyn.org R.J. & Bond, J.b. eds. IRLPRESS Oxford. 
Capitulo 6 p. 112.1989, 


A detec^ao, identilica^ao e quantifica^ao de pro- 
temaSj em ext rates, fra^oes e protein as isoladas, pode 
ser realizada por metodos imunoquirmcos, como des- 
crito no Capitulo 21 - lmunoensaio Enzimatico para 
Deteccao de Proteinas, Capitulo 22 - ldentlfica^ao de 
Protefnas por Imunoprecipita^ao, Capitulo 23 - Iden- 
tifica^ao de proteinas por Western Blotting e Capitulo 
26 - Idcntifica^ao dc Proteinas por Imunoistoquimica. 

Os metodos de deteccao e quantifica^an de protei¬ 
nas no seu estado natural estao detalhados no Capitulo 
25 - Analise de Exprcssao de Proteinas Celulares usan- 
do Tecnica de Citometria de Fluxo. 

Os metodos de analise da atividade de proteinas 
com propriedades cataliticas estao deseritos no Capitulo 
35 - Analise da Atividade Enzimatica. 

Os metodos de identilicag'ao de sequeneias de ami¬ 
no aci dos e caracteriza^ao de proteinas sao detalhados 
no Capitulo 27 — Identificagao de Protefnas Extrafdas 
dc Geis dc Eletroibrese Bidimensional Utilizando a Es- 
pectrometria de Massas, no Capitulo 28 - HPLC para 
Isolamento e Identihcagao de Compostos e no Capitulo 
29 - HPLC para Analise dc Aminoacidos. 


As modifica^oes quimicas de proteinas podem 
ser de tec tad as por metodos detalhados no Capitulo 
30 - Detecpao de proteinas Glicosiladas, Capitulo 31 

- Identifica^ao de Proteinas Fosforiladas, Capitulo 32 

- Deteccao de Proteinas S-Nitrosiladas e Capitulo 33 - 
Analise de Fosfopeptideos e Fosfoaminoacidos em Cro- 
matografia de Camada Delgada (TLC). 

As intera^oes entre proteinas e acidos nucleieos po¬ 
dem ser detectadas por metodo detalhado no Capitulo 
34 - Analise das Proteinas Ligadoras de DNA por En- 
saio de Altera*;ao de Mobilidade Eletrofbretica em Gel 
de Poliacrilamida (EMSA). 
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lntrodu^ao 

Espectro Eletromagnetico 

Quando temos urn feixe dc luz constitufdo por um 
unico comprimento de onda dizemos que ele e monocro- 
matico, e quando e constitmdo por dois ou mais compri- 
mentos de onda, dizemos que e policromatico ou hetero- 
cromatico. Mesmo as melhores redes dc difra^ao isolam 
faixas de comprimentos de on das, portanto, cm espectro¬ 
fotometria, sempre trabalhamos com luz policromatica. 
No caso da espectrofotometria, a unidade mais comum 
de me did a de comprimento de onda e o nanometro (urn), 


sendo que 1 nm - l T 0 * 1()" 9 m. Os espectrofotometros 
(Fig. 191) modernos normalmente trabalham na faixa de 
200 a 700 nm* Na faixa de 200 a 380 nm, cstamos traba- 
Ihando no comprimento de onda na faixa de luz ultravio- 
leta, e na laixa de 380 a 700 nm, na regiao da luz visavel* A 
luzbranca, na verdade e urn a mistura complexa de todos 
os comprimentos de onda do visivel. A tabela 19.1 mostra 
as taixas de comprimentos de onda cor re spon dentes as di- 
ferentes cores e as diferentes cores compleinentares. As 
cores de um objeto sao devido a comprimentos de onda 
transmitidos ou refletidos, os quais denominamos de co¬ 
res compleinentares. Quando um feixe de luz branca in- 


Espelho A 



roferetioia 


Figura 19.1 - Esquema da parte otica de uni espectrofotometro. 
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cide sob re uni objeto se este e hranco sign idea que todos 
os comprimentos de onda sao refletidos e se este e preto 
todos os comprimentos de onda sao absorvidos (Jeffery et 
al., 1992; Ohlweiler, 1980). 


Equaf.ao 1 


Onde temos: 


E = h x v 


Absorfao da Radia^ao 
Eletromagnctica 


h = constante de Planck (6,62608 x 10 34 Joules x segun- 
dos) 


Quando um feixe de luz (radiapao eletromagneti- 
ca) atravessa uma amostra que pode ser gasosa, Ifquida 
ou soli da, uma parte da radia^ao pode ser absorvida e a 
energia da luz e transfer id a para a amostra. Os atomos 
ou moleculas da amostra pas sain de um estado funda¬ 
mental para um estado que chamamos de exdtado. No 
entanto, o tempo em que os atomos ou moleculas per- 
manecem neste estado e muito pequeno, sendo da ordem 
de 10'segundos. Quando o atomo ou molecula volta ao 
estado fundamental, a energia liberada e, na ma Soria das 
vezes, dissipada na forma de calou Porem, pode ocorrer 
que a forma excitada do atomo ou mole cu la sofra uma 
transform a£ao quimica; neste caso, temos uma rea^ao 
fotoqutmica e cm outros cases pode ocorrer que a radia- 
pao seja reemitida como fluoresceneia ou fosforescencia. 
Entretanto, os atomos ou moleculas nao absorvem radia- 
^ao dc qualquer comprimento dc onda, mas sim apenas 
dc term in ados comprimentos dc onda, ou seja, a absor- 
pao e quantizada. Isto signiflea que a energia da radiagao 
{equapao 1) tern que ser igual a diferenpa de energia do 
atomo ou molccula no estado fundamental para o estado 
cxcitado (equagao 2). Igualando a cqua^ao 1 a 2, obtemos 
a equapao 3 (Jeffery et al., 1992; Ohlweiler, 1980). 


v = frequencia da radia^ao (Hertz) ou v = c/X [c = velo- 
cidade da luz (2,99792458 * 10" m/s) e a = comprimen¬ 
to de onda (in)] 


Equa^ao 2 



E 


ests&do scitado 



cp nnii'j tu nrl;i ment.i I 


Igualando a cquapao 1 com a cqiugao 2 ob temos: 


Equafao 3 

AE=h x v 

Em nosso caso (determina^ao espectrototome- 
trica de protemas), trabalhamos com a amostra cm 
soluqao aquosa c na faixa do espectro que utilizamos 
(200 a 700 nm), estamos medindo transufoes ele- 
tronicas, ou seja, a radiagao absorvida por uma mo- 
lecula provoca o salto de um eletron de um estado 
fundamental para um cxcitado. A energia total de 
uma molecula e dada pela soma da energia rota clo¬ 
nal mais a energia vibracional mais a energia cletro- 
nica, como mostra a cqua^ao 4 (Jeffery et aL, 1992; 
Ohlweiler, 1980). 


Tabela 19.1 - Fats as dos comprimentos de onda das diferentes cores (Ohlweiler, 1980). 


Eaixa de comprimentos 
de onda (nm) 

Cor 

Cor complementer 

200-380 

Ultraviolets 


380-435 

Violeta 

Verde-amardada 

435-480 

Azul 

Amarela 

480-490 

Azul-esverdcado 

Alaranjada 

490-500 

Vcrdc-azulado 

Vermelha 

500-560 

Verde 

Purpura 

560-580 

Verde- amarelado 

Violeta 

580-595 

Amarclo 

Azul 

595-650 

Alaranjado 

Azul- esverd eada 

650-780 

Vcrmclho 

Vcrme \ h o-azu lada 

> 780 

Infravermelho 
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Equacao 4 

E = E + E + E 

t !.> i., l L iutacLunai vibrational eletmnka 

To das cstas formas dc cncrgia sao quantizadas, s co¬ 
de a energia eletronica a maior de to das. Na figura 19.2 
observa-se a representaqao csqucmatica dos nivcis ener¬ 
getic os clctronicos, vibradonais c rotacionais dc uma 
molecula e fornece a Idela da ordem de grandeza de 
cad a um, sen do que os nivcis clctronicos E n c E t cor- 
respondem ao nivel fundamental e exeitado, respecti- 
vamente. Dcntro dc cad a nivel eletronico, po demos tcr> 
per exemplo, qnatro niveis vibracionai s (v fl? v i , v 2 e v ), 
sendo que v n e o nivel vibracionai mais baixo. Final- 
mente, dentro de cada nivel vibracionai, podemos ter,, 
por exemplo, quatro niveis rotacionais (r ( . ]T r v r. e r ),. 
sendo que r n e o nfvel rotacional mais banco. Na tempe- 
ratura ambiente, as mol ecu las estan no nivel eletrbnico 
fundamental (E ) e no vibracionai fundamental (v (| ). 
Por causa dos niveis vibradonais e rotacionais de uma 
molecula, o numero de possiveis tr an siloes e grande. 
Por tan to, quando registramos um espectro dc molccu- 
las em soluf ao no ultravioleta ou no visivel, observamos 
uma ban da larga, que c devido a transi^ocs elctronicas 


acompanhadas de transi^oes vibradonais e rotacionais, 
e os aparelhos nao con segue m resolver em raias simples 
(Jeffery et ah, 1992; Ohlweiler, 19S0)* 

Lei de Beer-Lambert 

A lei dc Bccr-Lambcrt c, na realidade, uma combi- 
na^ao da lei dc Beer c da dc Lambert, Beer dcscobriu 
que a intensidade de um feixe de luz monocromdtico que 
atravessava uma amostra diminuia exponencialmente 
com a concentra^ao da substand a absorvente. Lambert 
descobriu que esta diminuiqao era ocasionada pelo ta- 
manho do caminho optico, ou seja, aespessura da cubeta 
(Jeffery ct ah, 1992; Ohlweiler, 1980)* Da combina^ao 
dcstas duas leis, podemos tirar a seguinte cquagao: 

Kqua^ao 5 

A = a x b * c 

Onde temos: 

A = absorb a ncia ou ab servanda (numero adimcnsional) 
a = absortividadc molar (1.000 cmVmoles) 
b = tamanho do caminho optico da cubeta (cm) 
c = concentraqao da a most ra (moles/L) 



Figura 19.2. Representa^ao esquematica dos niveis energeticos 
eletrotikos (E), vihraciotiais (v) e rotacionais (r) de uma molecula e 
a ordem dc grandeza. 


No case da determinate de proteinas totais, nao 
utilizamos a absortividadc molar, mas sim o que cha¬ 
in amos dc absortividadc e specific a, que c me did a em 
ter mo s da massa dc protein as. A razao disto c que as 
proteinas utilizadas como padrao sao na verdade um 
mistura de varias protein as de di versos pesos molecu¬ 
la res, como, por exemplo, a albumina serica bovina da 
fraqao V. Neste caso, escrevemos a equaqao 5 da seguin¬ 
te forma: 


Equa^o 6 


A= e x b k c 


Onde temos: 

A = absorbancia (numero adimcnsional) 

£ = absortividadc especifica (1.000 cmVg) 
b = tamanho do caminho optico da cubeta (cm) 
c = concentraqao da amostra (g/L) 


A absortividadc especifica pode ter outras unidades, 
dependendo de como a concentrate de protein as e ex- 
pressa: se a concentraqao for em pg/mL, a absortividadc 
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espectficasera em em 2 /pg; se a concentrate for cm mg/ 
mL a absortividade especifica sera dad a em cmYmg, e 
assim por diante. Nos do is casos anteriores assumimos 

que 1 111 ], = 1 cm 3 . 

Em alguns fotocolon metros antigos, c mais co¬ 
mum a determinate da transmitancia que e dada pel a 
equate 7. 

Equate 7 

T = (P/P*)xl00% 

T= transmitancia da amostra em porcentagem 

P°= potencia do feixe de luz monocromatica que incide 
11 a amostra ou potencia do feixe de luz monocromatica 
especifica apds zerar o aparelho com o braneo 

r= potencia do feixe dc luz monocromatica depois dc 
atravessar a amostra 

Para transform arm os a transmitancia em absorban- 
cia, devemos utilizar a equa^ao 8. 

Kqua^io 8 

A - -log (T/100) 

Desvios da Lei de Beer-Lambert 

Ao fazermos um graiico de absorb an da (A) versus 
concentrate (c) de protema-padrao, se a lei de Becr- 
Lambert for segukla na faixa de concentrato que es- 
tamos trabalhando, obtemos uma reta. No entanto, 
pod cm ocorrcr desvios devido a diver so s fatorcs, tais 
como; 1 imitates reais da lei dc Beer-Lambert (reals), 
desvios qulmicos (aparentes) c desvios instrumentais 
(aparentes). Os desvios reais sao aqueles devido a [imi¬ 
tates na lei de Beer-Lambert e os desvios aparentes sao 
aqueles que nao dependem dcsta lei (Jeffery ct al. ? 1992; 
Ohlwciler, 1980). 

Limita^oes Reais da Lei de Beer-Lambert 

Estes desvios oeorrern devido a intera^ao entre os 
centres absorventes, pois na dedu^ao da equa^ao 1 su- 
pos-se que as moleculas nao interagiam entre si e tarn- 
bem por causa da varia^ao do indice de refra^ao do meio 
com a concentrate da substancia absolvente (Jeffery et 
al M 1992; Ohlweiler, 1980). No entanto, na maioria das 
vezes, quando trabalhamos com metodos analiticos para 


a determinate de protemas totals, estamos utilizando 
suas solutes dilufdas, o que elimina os dots problem as 
citados. 

Desvios Quimicos 

Estes desvios nao sao devido a um problem a com 
a lei de Beer-Lambert, mas sim dependem do si sterna 
qutmico em estudo. Podem ocorrer se a especie absor- 
vente associar-se, dissociar-se ou reagir com o solvente 
(Jeffery et aK, 1992; Oblweller, 1980). Este tipo de des- 
vio nao c incomum em metodos analiticos de determi¬ 
nate de proteinas totals. 

Desvios Instrumentais 

Estes desvios, como o proprio nomc diz, sao devido 
a problem as com o instrument de medida da absor¬ 
bs ncia e podem scr do seguintc tipo: largura da faixa 
espcc.tral isolada pelo mstrumento, radiates cstranhas 
que refletidas dentro do instrumento alcanqam o detec¬ 
tor, variances da sensibilidadc do detector e flutuagoes 
da fbnte (Jeffery ct al., 1992; Ohlwciler, 1980). Dos tres 
problem as citados, o primeiro era o mais grave, no en¬ 
tanto, com os aparelhos modernos, a faixa espectral iso¬ 
lada c suficientemente pequena para que este problem a 
nao seja muito serio. 

Caracteristicas das Reaches Usadas 
na Espectrofotometria 

Para a determinate espectrofotometrica de protei- 
nas totais, assirn como de qualquer outra substancia, 
norma line nte temos que converter a substancia que vai 
ser determinada por meio de uma reato em especie ab- 
s or vc nte apropriada* Por tan to, a reato e a substancia 
absorventc devem possuir deter mi nadas caractcristicas, 
sendo as mais importantes a sensibilidadc c a seletivi- 
dade da reaqao, a estabilidade e a reprodutibilidade da 
substancia absorventc e o comportamento do si sterna 
diantc da lei de Beer-Lambert. 

Sensibilidade 

No caso de determinate de protein as totals, a sen si - 
bilidade em alguns casos e o requisito mais importante, 
pois em algutnas situates nao dispomos de uma gran¬ 
de quant idade de amostra ou a concentrate de protein a 
e baixa. Quanto maior for a sensibilidadc de um rneto- 
do, signifies que determinant os menor quantidade de 
massa da substancia. Sensibilidade c definida como a 
menor massa de substancia capaz de ser detectada em 
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umacohmade sec^ao transversal unitaria; expressamos 
a sensibilldade em termos de |ig/cm\ A faixa de con= 
centra^ao da protein a usada em cada curva-padrao para 
cad a metodo e descrita no Capitulo 20. 

Quanto men or a cone entrap ao de protein a visada, 
maior a sensibilidade. 

Seletividadc 

Quanto mais seletiva a rea^ao utilizada para a 
determ ina^ a o de protein as, men os problem as de in- 
terferentes teremos. No entanto, nao existem rea^oes 
cujos reagentes sejam e spec ifi cos para uma unica 
substancia. Por isso, em cada metodo discutiremos o 
principio envolvido, o que nos ajudara a determinar 
os possiVeis intei ferentes. 

Reprodutibilidade e Estahilidade 

A1 guns me to do s para a determinate de protein as 
totals apresentam problem as de reprodutibilidade, que 


podem ser devidos a diversos fatores, porem cada caso 
sera oportunamente discutido. A estabilidade de uma 
substanria absorvetite e um dado importance para o ana- 
lista, por is so na metodo log la de cada metodo daremos 
o tempo maxi mo em que a leitura deve ser realizada. 

Comportamento do Sistema diante da Lei de 
Beer-Lanibert 

A lei de Beer-Lambert para cada metodo de deter- 
mina^ao de protein as totals e obcdecida dentro de uma 
faixa de concentra^ao, por isso na metodologia descre- 
veremos a melhor faixa para cada caso. 
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Introdu^ao 

Podemos dizer que a grande maioria das realties qui- 
mieas que oeorrem dentro de qualquer ser vivo existente 
cm nos so plane ta dc alguma forma cnvolve proteinas, 
peptideos ou seus bloeos construtores, os aminoacidos. 
As proteinas estao em tod as as eelulas, assim como em 
todas suas partes. Podcmos citar alguns dos papeis de- 
sempenhados por cstas substancias, sen do estes; catalise 
de rca^oes quimicas (enzimas), proteinas nutrientes e de 
armazenamento, proteinas contrateis, proteinas estru- 
turais, proteinas de defesa, hormonios, neurotransmis- 
sores, transportadores atraves de membranas celulares, 
dentre muitas out r as (Lehninger et a I., 2000). Por tail to, 
a determinate* de proteinas e de grande important:ia em 
diversas areas de pesqnisae tecnologia. Para citarmos al- 
gumas, em analises clinic as a concentrate dc proteinas 
ajuda no diagnostico dc cert as do eng as (problem as renais 
e diabetes mellitus, que provocam proteinuria ou albumi¬ 
nuria, meningite bacteriana, problemas hepatieos etc.), 
nutri^ao Humana c animal, cicncia c tecnologia dc ali- 
mentos, purificagao de proteinas, culturas de tecidos e de 
micro rganismos, em estudos neurofisiologicos (tecnica 
dc micropunch para a determinate dc neuropeptidios no 
ccrcbro, estudos de ingest ao a li men tar etc.), cm ccologia, 
is to para citar sornente algumas poucas areas. 

Existem muitas metodologias para a determinate 
de proteinas: 

* Metodos cromatograficos, dentre estes destaca-se a 
cromatografia liquid a de alta efi cicncia (CLAE) que 
possui uma serie de vantage ns, porem e mais utiliza- 
da nos processes envolvendo a separate e purifica- 
qao de proteinas (Collins et ab, 1995). 

* O me tod o de eletroiorese, que tambem tem sido 
muito mais utilized a na separagao e purificagao de 
proteinas do que na sua determinate quantitativa 
(Tavares, 1996). 


* O metodo utilizando o comprimento de onda no 
infravermelho proximo (700 a 1.100 am) tcm-sc 
tornado uma mctodologia analiticapodcrosa nos ul- 
timos anos e possui a grande vantagem de nao exigir 
um prepare muito grande das amostras, no entanto 
tambem possui a desvantagem dc forncccr cspcctros 
complexes, o que dificulta a analise dos dados (Mc¬ 
Clure, 1994). 

* A cspcctroscopia dc massa utilizando a tecnica dc 
volatilizagao por detrospray tcm-sc tornado um 
equipamento indispensavel na area de sintese de 
peptideos c purificagao dc proteinas, pois atraves do 
peso molecular ajuda na sua idcntlficagao, no entan¬ 
to nao e utilizada para a determinagao quantitativa 
de proteinas (Penn et al. 1989). 

* O mesmo ocorrc com a tecnica dc rcssonancia mag- 
nctica nuclear (RMN), que, apesar dc cm alguns 
cases poder ser utilizada para a determinagao quan¬ 
titativa de proteinas, e mais utilizada para estudos de 
sua confer mag ao (Chmclka c Pines, 1989)* 

* A polarografia, uma tccnica clctroanalitica que tam¬ 
bem foi utilizada para a determinagao dc protci- 
lias, no entanto, os metodos polarograficos exigem 
pessoal qualificado, o que did cult a a utilizagao des- 
ta mctodologia cm analise dc rotina (Hcyrovsky c 
Kut a, 1966). 

* O metodo dc Kjeldahl, has cad o na digestao ad da 
das proteinas com a liberacao dc amomo que e dc- 
pois destilada na forma de anion ia e determinada 
volumetric amente, apesar dos muitos inconvcnicn- 
tes (ser demorado, nao deter minar sornente o nitro- 
genio pro telco), e muito utilizado nas areas de den- 
cias e tecnologia de alirnentos (Curmiff, 1995). 

Como dcstacado por Zaia et al. (1998), os meto¬ 
dos us and o a cspcctrofotomctria no ultraviolet a c visivcl 

(UV-Vis) sao mais utilizados na determinate de pro- 
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tefnas totais em meios biologicos, pois sao diversas as 
vantagens que eles oferecem; os equipamentos sao bara¬ 
tes, os principles envolvidos nos metodos e nos equipa¬ 
nic ntos sao simples, existe a possibilidade de automa^ao 
de muitos metodos e final mente nao e exigido dos ope- 
rad ores grande conhecimento teorico ou tecnico. 


Preparo das Amostras 

Plasma ou Soro Sanguineo 

Considera^oes gerais: o soro nao conte m as proteinas 
de coagula^ao (fibrinogenio), por isto o soro sanguineo 
tem por volta do 4,0% a menos dc proteinas do que o 
plasma. A concentrate dc proteinas no plasma ou soro 
sanguinco cm humanos podc variar devido a diversos fa- 
tore Sj tais como idadc, sexo, cstado dc saude do pacicntc 
etc* Devido a to dos os fatores citados, a concentrate* 
dc proteinas podc variar dc 60 a SO g/L. No caso do 
plasma ou soro sanguineo de animals, tambem ocorre 
uma varia^ao da cone entrap ao de proteinas de e specie 
para especie. No entanto, nas especies mais utilizadas 
em laboratorio temos as seguintes concentrates: rato 63 
g/L; coefho 72 g/L- (Waynfcrth, 1980). 

Obtenfdo do Plasma Sanguineo 

Apos a retirada do sangue, este deve ser coioca- 
do dentro de um tubo contendo heparina (0,2 mg/mL 
concentrate final) c itnediatamente ccntrifugado a 
2,000 rpm por 30 minutes. O sobrenadante (plasma 
sanguineo) deve scr rctirado com cuidado com uma 
pipeta dc Pasteur c colocado em tubos dc 1,5 mL ou 
2,0 mL c armazenados em freezer a -18°C. Apcsar de 
a heparina scr o antkoagulantc mais utilizado, outros 
podem ser usados, tais como EDTA (1-2 mg/mL con¬ 
centrate final), Snore to de sodio (6-10 mg/mL concen¬ 
trate final), citrate de sodio (34 ou 38 mg/mL concentra¬ 
te final) e oxalato de potassio (1-2 mg/mL concentrate 
final). Entretanto, alguns cuidados devem ser tornados 
quail do da utiliza t^ dc alguns anticoagul antes que 
podem inviabilizar algumas determinates anaHticas 
no plasma sanguineo. 

Obtencao do Soro Sanguineo 

Apos a retirada do sangue, este deve permanecer em 
repouso e quando ocorrer a separa^ao das fases (coa- 
gula^ao) o sobrenadante deve ser retirado com cuidado 
com pipeta de Pasteur e colocado em tubo com capaci¬ 
dade de 1,5 mL ou 2,0 mL e armazenado em freezer a 
-18°C. 


Tecido Animal 

Considera^oes gerais: a determinate de proteinas 
totals em tecido animal e mui to i m porta nte, pois sua 
quantidadc nos tccidos fornece uma maneira dc expres- 
sar alguns tip os dc result ad os dc forma rcprodutivcL 
Pode ser utilizada para expressar a quantidadc de neu¬ 
ropeptideos em tecido cerebral, atividade maxima de 
enzimas, velocidadc de utiliza^ao e produ^ao de subs¬ 
trates por culturas ou incuba^ao dc cclula, assiin como 
cm muitas outras determinates. Descreveremos como 
obter liomogeneizados de tccidos a partir da retirada dc 
orgaos ou partes do animal (tecido adiposo, musculo 
etc.), e tambem a teen lea de micropunch que e utiliza¬ 
da para a determinate de neuropeptideos em tecido 
cerebral. 

Obtenfdo do Homogeneizado de Tecido 

Rctirar do animal o orgao ou parte dele ou o tecido 
que sc deseja homogeneizar. Adicionar a amostra solu¬ 
te sal in a fria (4,0°C), na proper ^ao de 1:10 (1,00 g de 
massa de tecido/10 mL de soluqao salina); utilizari¬ 
de urn homogeneizador de a It a velocidade, triturar a 
amostra por aproximadamente 2 minutos c ccntrifugar 
por 20 minutos a 3.000 rpm (para algumas situates 
deve scr utilizada uma centrffuga refrigerada). O sobre¬ 
nadante deve ser retirado corn cuidado corn pipeta de 
Pasteur e colocado em tubos com capacidade de 1,5 mL 
ou 2,0 mL c armazenados cm freezer a -18°C (cm algu¬ 
mas situa^oesj o sobrenadante deve scr armazenado cm 
freezer a -80°C). 

Obtencdo de Tecido pelo Metodo de Micropunch 

Segundo a tecnica de Palkovits (1973), cerebros 
retirados c imediatamente resfriados em nitrogenio 
Iiquido devem ser cor tad os cm criostato (-10 °C), ob- 
tendo-se tatias de tecido cerebral de 200 a 300 pm. 
Utilizando-se es t ere o m icro scop io com si stem a para 
resfriamento de laminas de h istologia a -6°C, as es- 
truturas, os nucleos ou areas de interesse devem ser 
dissecados {micropunch) utiliza ndo agulhas com dia- 
metro interno entre 300 e 1.000 pm, dependendo do 
tamanho da area* Os materials dissecados devem ser 
colocados em tubos com capacidade de 1,5 mL ou 2,0 
mL e mantidos em gelo seco. Para a extra^ao das pro¬ 
teinas e neuropeptideos do tecido nervoso, fazer diges- 
tao do material por fervura durante 25 minutos com 
200 pi, de acido acetico 0,5 a 2,0 mols/L. O tecido 
digerido deve entao ser separado em quatro all quotas 
e tres delas armazenadas em freezer ate o momenta da 
determinate dos neuropeptideos. Para a de term in a- 
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gao da quantidade deproteinas totals do material, uma 
das aliquot as deve ser deixada a temperatura ambie ri¬ 
te para a total evaporagao do acido ace tic o (48 horas), 
em seguida uni a nova digestao deve ser feita + Para tal T 
acresccntar 50 pL dc NaOH 1 mol/L, misturar por 
agitagao c dcixar descansar a temperatura ambicntc 
por 24 horas; apbs, agitar novamente e deixar descan¬ 
sar por mais 24 horas e em seguida proceder a do sa¬ 
ge m dc protemas totals- Como a quantidade dc protci- 
nas dcstc tccido dissccado c muito pequena, o me to do 
mais adequado e o de Bradford. 

Amastras de Leite 

Consideragoes geraisr devido a um aumento do 
consume dc queijo ocorrido nos ultimos a nos, a dc- 
terminagao do conteudo de nitrogenio proteico em 
amostras dc kite tem side um importantc dado para 
a in du stria, no memento dc pa gar ao produtor o prego 
co hr ado pelo leite. Deve mo s tambem salientar que a 
determinagao de protein as totals em amostras de ki¬ 
te c importantc cm diversas areas tais como nutricao 
human a (qu alidade do leite mater no ou kite dc outros 
an ima is), ciencia e tecnologia de alimentos, e stud os de 
tisiologia basica etc. Estudando os diferentes metodos 
para a determ in agio de protemas no leite, Kamizake 
et al. (2003) recomendam a utilizagao do metodo de 
Bradford. 

Ob tenfdo das Amostras 

Dcscrcvcmos uma apllcagao para a determinagao dc 
protein as totals em amostras de leite em po utilizando o 
metodo de Bradford (Kamizake et aL, 2003); esta me¬ 
todo logi a pode scr usada para qualquer outro tipo de 
leite no cstado liquido* No caso da casefna uma protci- 
na desnaturada e que nao e completamente soluvel em 
agua, recomendam os sempre a dissolugao em hidroxido 
de sodio 0,10 mol/L, 

Metodos Espectrofotometricos mais 
Utilizados para a Determinafao de 
Protemas Totais em Meios Biologicos 

Como destacado por Zaia et al. (1998), existem 
muitas metodologias espectrofoto metric as para a deter¬ 
minagao de proteinas totais cm meios biologicos, no en- 
tanto somente poucas se popularizaram; muitos estudos 
for am realizados com el as, principalmente quando nos 
reterimos a interferentes. Port an to, neste capftulo pro- 
poremos algumas aplicagoes para as metodologias mais 
utilizadas. 


Metodo de Biureto 

Prindpm 

A reagao de biureto e conhecida desde 1915, quando 
Autenrieth a descreveu. A metodologia utilizada atual- 
mente para a deter mi nagao de proteinas totais Ibi propos- 
ta em 1949 por Gornall et al. (1949). O metodo t base ado 
na reagao do reativo de biureto, que e constituido de uma 
solugao de cobre (II) em meio alealino estabilizado por 
tartar ato de sodio para evitar a for mag ao de hidroxido de 
cobre e de iodeto depotassio como urn antioxidante. Esse 
reagente, na presenga de proteinas, forma um complexo 
quadrado planar com a ligagao peptidica; este complexo 
ab serve em 340 e 540 run, sendo que a band a de 540 nm 
e devido a uma transigao d-d, e a band a de 340 nm a um 
complexo de transference de carga (Huheey et al., 1993). 
Apesar de a band a 340 nm apresentar uma absortividade 
espedlica cerca de tres vezes maior que a absortividade 
especifica de 540 nm (Kamizake et al., 2003), nao re- 
comendamos a band a de 340 nm, pois nest a regiao do 
ultravioleta diversas outras substancias podem absorver e 
interferir na analise de proteinas totais. 

Vantagens e Desvantagens 

O metodo de biureto possui diversas vantagens: 
utiliza reagentes comuns e de banco custo, a analise e 
rapid a e facil, pode ser automatizado, nao esta sujcito a 
muitos interferentes, o produto de reagao e estavel por 
um longo perrodo de tempo, a absortividade especifica 
nao e muito de pendente da composigao de amino add os 
das proteinas. A grande desvantagem e nao ser mui¬ 
to sensivel, torn and o, em casos de baixa concentragao 
proteica ou pequena quantidade de amostra, impossivel 
sua utilizagao. 

Interferentes 

Po demos dizer que qualquer substancia que possa vir 
a reagir com os ions Cu (TT) pode ser um interferente em 
potenciah Algumas substancias que podem ser adicionadas 
em meios biologicos devem ser citadas; o sulfato de 
amonio em meio alealino reage com os ions, portanto nao 
devemos usa-lo como predpitante de proteinas; o tampao 
Tris-HCI e glicose tambem nao deve ser usado, pois este 
tampao re age com ions cobre; dextrano-40 e 70, causam 
aumento da turbidez visto que em meio alealino formam 
um complexo insoliivel com os ions Cu (II) e peptideos, 
e os aminoacidos (His, Ser, Thr) tambem reagem com 
os ions Cu (II). Outras substand as que, depend endo da 
sua concentragao, tambem podem ser interferentes sao: 
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bilirrubina, lipidios, hemoglobina, melanina, amido e 
lactose (ver lista compilada por Zaia et al., 1998). 

Aplicapes da Metodohgia 

O metodo de biureto tem side utilizado para a de¬ 
ter min agio de proteinas totals em diver sos meios: soro 
ou plasma sangufneo, urina, alimentos, liquido ccrcbro 
cspinhal (liquor), saliva c tccido animal (ver lista compi¬ 
lada por Zaia et a!., 1998). Das aplicagoes citadas, a maio- 
ria foi em fluidos biolbgicos, no entanto permanece o lato 
de que a baixa sensibilidade do me to do de biureto as vezes 
dificuka sua utilizacao, O metodo dc biureto c rccomcn- 
dado pci a Associagao Americana dc A nab sc s Cl micas 
para a deter mi nagao de protein as totais em plasma e 
soro sanguineo. O metodo do biureto pode tambem ser 
utilizado para a determinagao dc protcinas totais cm tc- 
cidos, desde que os lipidios dos tccidos nao aumenfem 
a turbidez da solugao, fazendo com que tenhamos resul- 
tados falso'positivos. Zaia et al. (2000) recomendaram 
o metodo de biureto para a deter mi nagao de proteinas 
totais dos tccidos dc adrenal, bago c intestino dclgado, 
nos quais cstc problcma nao ocorrcu* Beyer (1983) sugc- 
re uma forma de eliminar os lipidios dos tccidos. Devido 
ao fato de o Cu (TI) do reativo de biureto reagir com 
a ligagao pcptidica, muitas vezes csta reagao c utilizada 
para idcntificar sc cm extratos ou amostras, que cstao 
sendo purificados, cxistcin protcinas ou pcptidcos. Bo¬ 
re m, mesmo que o teste negative nao significa que nao 
existam peptideos ou proteinas na amostra, o problema 
c que a reagao dc biureto nao c muito sensiVel c por is so 
cstc rcsultado deve scr vis to com can tela. 


Faixa de Linear id a de e Estabilidade 

Temos trabalhado na faixa de concentragao de 1 a 
7 gL' 1 com albumina serica bovina (fragao V) ? poden- 
do, csta faixa, scr estendida que a lei dc Bccr-Lambcrt 
ainda c seguida, Apos a adigao do reativo dc biureto 
(ver mctodologia), rcconicndamos uma espera dc 20-40 
minutos (dependendo da temperatura ambiente) para 
a realizagao das leituras; no entanto, se aquecemos as 
amostras por 10 minutos a 37 f> C podemos esperar ape- 
nas 10 minutos. O produto dc reagao entre reativo dc 
biureto e proteinas e. e stave i por divers as boras e, no en¬ 
tanto, re co me ndamos que a absorb aneiasej a lida em um 
tempo maxi mo de 2 boras. 


Reagentes 

— Album in a ser ic a b crvi n a-f rag ao V (B S A-f ragao V), 


— Hidroxido de sodio—NaOH (P.A.). 


- Sulfato de cobre pen ta-h i dratado-CuS0 4 .51T, O (RAJ + 

- Tartar a to de sodio e pot as sic tetra-hidratado- 

K00C-(CH0H) 2 -C00Na*4H 2 0 (P.AJ. 

- lode to de potassio—K1 (RA.). 

Materials 

- 1 bequer de 20 mL 

- 1 bequer de 500 mL 

- 1 bequer de 1 L 

- 1 balao volumetrico dc 20 mL 

- 1 balao volume trico de 500 mL 

- 1 balao volumetrico de 1 L 

- 2 frascos de polietileno de 1 L 

- 10 tubos dc vidro de 1,5 mm de diametro por 10 mm 
de comprimento 

- 10 tubos com capacidade de 2 mL 

- 1 micro pipeta dc volume variavcl dc 0 a 200 pL 

- 1 micropipeta de volume variavel de 0 a 1.000 pL 

- Cubetas de vidro ou de po lie stir eno 

So/ufdes 

Solugao de hidroxido de sodio 6 mol, L' 1 — dissolver 
em um bequer de 500 mL, 120 g de hidroxido de sodio 
(NaOH) cm 300 mL dc agua dcstilada, deixar csfriar 
ate a temperatura ambiente, transferor quantitativamente 
para um balao volumetrico de 500 mL e completar o 
volume com agua dcstilada. Colocar a solugao cm um 
trasco de polietileno. Nao colocar a solugao de base em 
frascos dc vidro. 


Reativo de biureto — em um bequer de 1 L, dissolver 3 g 
dc sulfato dc cobre penta-hidratado (CuS0 4 .5H,0) cm 
mais ou me nos 500 mL de agua dcstilada, adicionar 9 g 
dc tartarato dc sodio c potassio tetra-hidratado (KOOC- 
(CHOH) 2 -COONa.4H,0} e 5 g de iodeto de potassio 
(Kl). Adicionar 100 mL da solugao dc hidroxido dc 
sodio 6 mol/L 1 e transferir quantitativamente para um 
balao volumetrico del L c completar o volume com agua 
dcstilada. Colocar a solugao em um frasco de polietileno. 
O iodeto dc potassio pode scr omitido nesta solugao 
caso voce deseja. Entretanto, ele aumenta a durabilidade 
da solugao, podendo ser utilizada por varies rneses. A 
solugao de biureto deve ser descartada caso fique turva 
ou apresente um precipitado preto ou avermelhado. 
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Solu^ao-padran de albumin a scrfca bovina-RSA 
(fra^ao V) (60,0 gL' 1 ) - em urn bequer de 20 mL, 
dissolver 1,200 g de BSA com agua destilada, transferor 
quantitativamente para um balao volumetrico dc 20 mL 
e com pie tar o volume. Esta soluqao deve ser separada 
cm aKquotas cm tubes com capacidade dc 1,5 mL- ou 
2,0 mL e armazenada em freezer a -18°C. 

Meiodologias 

Curva-Padrao - numerar 6 tubos de ensaio de 0 a 5 e 
adicionar os volumes de 0,0; 40; 80; 120; 160 e 200 pL 
de BSA 60,0 gL 1 e os volumes de200; 160; 120; 80; 40; e 
0,0 pL de agua destilada, respectivamente. Adicionar em 
todos os tubos 1,8 mL do reativo de biureto e agitar todos 
os tubos. As concentrates finals de BSA em cad a tubo 
serao; 0,0; 1,2; 2,4; 3,6; 4,8 e 6,0 gL" 1 , respectivamente. 
Aquecer por 10 minutos a 37 y C e esperar 10 minutos 
para a leitura. Fazer a leitura da absorbancia em 540 nm 
contra o branco (0,0 gL' 1 ). A curva-padrao nao precis a 
ser feita cm todas as analiscs; no cotanto, c eonveniente 
faze-la pelo me nos uma vez por semana. Contudo, em 
todas as analiscs um padrao tem que scr feito junto com 
as amostras. 

Determina^ao de protemas totals em soro ou plasma 
sanguined — numerar tres tubos de ensaio eomo R, A 
c l 5 . Adicionar 50 pL dc agua destilada no tubo B; 50 
pL de plasma ou soro sanguineo no tubo A e 50 pL da 
solu^ao-padrao dc BSA (60,0 g, L ■) no tubo R Adicionar 
50,0 pL de agua destilada nos tubos A e P. Adicionar 
em todos os tubos 1,9 mL do reativo dc biureto e agitar. 
Aquecer por 10 minutos a 37°C e esperar 10 minutos 
para leitura. Fazer a leitura da absorbancia em 540 nm 
contra o branco (tubo R). Caso haja mais de um a amostra 
de plasma ou soro sanguineo, numerar de acordo com 
notaqao propria. A concentra^ao das protemas totals 
pode ser cal cut ad a de acordo com a equaqao 1. 

Equa^ao 1 

Proteinas totais cm g/L- (Abs /Abs . ) x 60,0 

Determinacao de proteinas totais cm tecido animal — 

numerar tres tubos de ensaio eomo B, A e P. Adicionar 
500 pL de agua destilada no tubo B; 500 pL de homoge- 
neizado do tecido no tubo A e 100 pL da sol u^ao-padrao 
de BSA (60,0 gL' 1 ) no tubo P mais 400 pL de agua des¬ 
tilada. Adicionar em todos os tubos 2 mL do reativo de 
biureto e agitar. Aquecer por 10 minutos a 37°C c esperar 
10 minutos cm temperature ambicntc. Fazer a leitura da 


absorbancia em 540 nm contra o branco (tubo R), Caso 
haja mais de uma amostra, numera-los de acordo com sua 
anotaqao. A concentraqao das protemas totais pode ser 
calculada de acordo com a equaqao 2. 

Equa£ao2 

Proteinas totais cm me/e de tecido = (Abs / 
Abs . ) x (massa de tecido em eramas) x 120 

patlratr v f 

Identiiiea^ao de peptidios e proteinas - numerar tres 
tubos de ensaio eomo B, A e P. No tubo B adicionar 500 
pL de agua destilada, no tubo A 500 pL da amostra e 
no tubo P 100 pL da sol ufao-padrao de RSA (60 gL' 1 ) 
mais 400 pL de agua destilada. Adicionar em todos 
os tubos 2 mL do reativo de biureto e agitar. Aquecer 
por 10 minutos a 37°C e esperar 10 minutos em 
temperatura ambiente, Fazer a leitura da absorbancia 
em 540 nm contra o branco (tubo B). A concentra^ao 
das proteinas totais pode ser calculada de acordo com 
a equafao 3. 

Fquacao 3 

Conccntracao cm termos dc BSA (e/L) = (Abs / 

¥ y ames-stm 

Abs . ) x 12,0 

paurtur 

Metodo de Bradford 

Printipio 

O metodo de Bradford (Bradford, 1976), tam- 
bem conhecido por metodo de coomassie brilliant blue 
(G-250), c bascado na inter a^ao entre a forma an ionic a 
do cor ante G-250 c mac ro mole cu las dc protemas com 
aminoaeidos de cadeias laterals basicas ou aromatic as. 

Van tagens e Desvantagens 

O metodo de Bradford po&sui diver sas vantage ns, 
sendo que a principal e sua grande sensibilidade para 
proteinas c c um dos poucos me todos propostos que 
efetivamente deter mi names proteinas, ou seja, o cor an¬ 
te e sensEvel somente a macro mol ecu las, portanto ami- 
noacidos ou peptideos nao inter ferem. Este metodo e 
ideal para a detenu i n a^ ao do conteiido de nitrogenio 
protcico cm amostras. Podemos tambem citar outras 
vantage ns dcsta mctodologia: pode scr automat izada, 
tem. procedi me nto rapido e facil, nao esta sujeita a mui - 
tos i nterferentes e o produtO de rea<:ao e estavel. No 
entanto, dois problcmas pod cm scr citados sobre csta 
mctodologia, um deles diz respeito a baixa absortivi- 
dadc cspccifica para protemas dc baixo peso molecular. 
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Dependendo da procedencia do cot ante G-250, a rea- 
pode nao se mostrar adequada, pois sen grau de pu- 
reza e importante para se obter boa r eprodutibilidade 
do s resultados. A baixa absortividade e sped flea obtida 
da intera^ao entre o coran te G-250 e protein as de baixo 
peso molecular difieriIta a utiliza^ao dcsta metodologia 
nestes casos. O caso mais e stud ado c o da determina- 
^ao de protein as totals em amostras de urina, em que 
Marshall e Williams (2000) recomendam a utiliza^ao 
dc um padrao constituldo dc protrinas urinarias cm 
vcz dc albumin a dc soro humano* Assim, ncstc case, 
recomendam os a utiliza^ao de uutras metodologia s. 
A questao da baixa solubilidade de algumas protemas 
podc scr rcsolvida dc divers as manckas, como, adi- 
^ao dc deter gentes ou hidroxido dc sodio ou fcnol ou 
aquecer com ureia e mercaptoetanol (Zaia et a I., 1998). 
Quanto ao problem a do grau de pureza do cor a rate 
G-250, recomendamos para cad a lore novo do coran te 
que for ser utilizado que se fa^a uma padrontza^ao da 
metodologia. 


metodologia. Tern os recomen dado o metodo de Bra¬ 
dford para a deter mi napao de protein as totals em leite 
(Kamizake ct ah, 2003) c plasma sangumeo (Zaia et 
ah, 2005). Citaremos ncstc capftulo a aplica^ao dcstc 
metodo para leite, plasma sangumeo, identifier an de 
protemas de tecido animal. 

Faixa de Linear!dade e Estabilidade 

Utilizando a albumina de scrica bovina (fra£ao 
V), temos trabalhado com a faixa de concert tra^ao de 
proteina de 1 a 5 pg/mL. O produto de rea^ao entre o 
rcativo de Bradford c protemas c cstavcl por uma bora, 
Recomendamos sempre utilizar o corantc coomassie 
brilliant blue G-250 de uma unica companhia e, qitando 
for utilizar um novo lotc do corantc, que seja feita uma 
compara^ao das absorb a ncias do padrao entre o antigo 
e o novo lote, visto que, dependendo da procedencia do 
corante, os resultados podem ser diferentes. 


Interfenmles 

Como ja dissemos, o metodo de Bradford nao 
esta sujeito a interferencia de muitas substand as* 
Norm aline rite, o que o cor re e uma rea^ao entre o 
mterferente e o corante G-250, acarretando, com isso, 
um aumento da absorbancia e fornecendo um resultado 
falso-positivo ou uma rea^ao entre a proteina e o 
intcriercntc, imped indo que cl a rcaja com o corantc. 
Zaia et al. (1998) copilaram uma list a da literature dos 
diversos interferentes. Alguns interferences devem ser 
destacados, pois, comumente, podem estar pre sentes 
naamostra, sendo clcs: detergentes (tritonX-100, SDS, 
tween-2 0) reagem com o corantc rcsultando cm fa Iso 
positive, polifenois ou polifenois oxidases reagem com 
protemas impedindo sua reapao com o corante, ureia 
fbrncce resultado fal so-positive na conccntra^ao acinia 
dc 45 gL 1 , gliccrol provoca resultado falso-positivo c 
lipidios causam turbideznas amostras. 

Aplicafoes da Metodologia 

Devido a sua alt a sensibilidade para proteina s, o 
metodo dc Bradford tem si do utilizado para a deter- 
mina^ao dc protemas totais cm diversos meios (plasma 
e soro sangumeo, tecido vegetal, leite, liquor, saliva 
Humana, produtos alimentfeios etc.). No entanto, reco¬ 
mendamos cautela na utiliza^ao desta metodologia, pois 
sempre devem os verifi ear se o meio nao possui protein as 
de baixo peso molecular, pois o corante nao e sensivel 
a elas; neste caso, recomendamos a utiliza^ao de outra 


R e a gentes 

- Al bumi na se ri ca b o vi n a -f ra^ao V ( B S A). 

- Caseina. 

- Co omassie b rilliant blue G-250. 

- Etanoh-CT 1 GH.OH (P.A.) 

- Aci do fosforico- H . P 0 4 (P. A.). 

Materiais 

- 2 bequeres de 20 mL 

- 1 bequer de 100 mL 

- 2 haloes volumetricos de 20 mL 

- 1 balao volume trico dc 1 L 

1 frasco de vidro ambar de 1 L 

- 10 tubes dc vidro dc 1,5 mm dc diametro por 10 
mm de comprimento 

- 10 tubos coni capacidade de 2 mL 

- 1 micropip eta de volume variavel de 0 a 20 pL 

- 1 micropipeta de volume variavel de 0 a 100 pL 

- 1 micropipeta de volume variavel de 0 a 200 pL 

- 1 micropipeta de volume variavel de 0 a 1.000 pL 

- 1 micropipeta dc volume variavel dc 0 a 5.000 pL 

- Cubetas de vidro 
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Solufdes 

Solu^ao do corantc coomassie brilliant blue G-250 — 

em um bequer dc 100 ml. dissolver 100 mg do corante 
em 50 mL de etanol, transferir esta solut^ao para um 
balao volume trice de 1 L e adicionar 100 mL de acido 
fosforico a 85% (m/v). Complctar o volume do balao 
com agua destilada. Armazenar esta solu^ao em um 
frasco de vidro ambar. 

Solu^ao-padrao de albumina serica bovina-RSA 
(fra^ao V) {2,00 gL' 1 ) - cm um bequer dc 20 mL, 
dissolvcrG,0400gdc BSAcom agua dcstilada, transferir 
quantitativamente para um balao volume trice de 20 mL 
e completar o volume. Esta solucao deve ser separada 
em all quotas em tub os com capacidade de 1,5 mL ou 
2,0 mL c armazenada em freezer a -18°C* 

Solucao-padrao de casema(2,00 gL)-eni um bequer 
de 20 mL, dissolver 0,0400 g de casein a em bidroxido 
de sodio 0,10 mol L ! , transferir quantitativamente para 
um balao volumetrico de 20 mL e completar o volume 
com bidroxido de sodio 0,10 mol 1, Esta solucao deve 
ser separada em aliquotas em tubos com capacidade de 
1,5 mL ou 2,0 mL e armazenada cm freezer a -18°C. 

Metodologias 

Curva-padran de BSA ou caseina - em um tubo de 
ensaio adicionar 200 pL da pro tenia (ESA ou caselna) 
2,00 gL 1 c 1,80 mL de agua dcstilada* Numerar 6 tubos 
de ensaio de 0 a 5, adicionar os seguintes volumes de 
BSA ou caseina previamente diluidas (0,200 gL" 1 ) em 
cada um: 0,0; 25; 50; 75; 100 e 125 pL* Apos, adicionar 
os seguintes volumes dc agua dcstilada 125; 100; 75; 
50; 25; c 0,0 pL. Adicionar cm tod os os tubos 5 mL do 
corante coomassie brilliant blue G-250 e agitar todos os 
tubos. As concentrates finais de BSA ou caseina em 
cada tubo scrao: 0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 c 5,0 pg mL 1 . 
Esperar 10 minutos e fazer a lcitura da absorbancia em 
595 nm contra o branco (0,0 pg inL - '). A curva-padrao 
nao precis a ser feita em to das as analises, no entanto e 
conveniente lazed a pelos menos uma vez por semana, 
Contudo, em todas as analises um padrao tern que ser 
feito junto com as amostras* 

Dcterinina^ao dc proteinas totais em soro ou plasma 
sanguineo - transferir para um tubo de ensaio 10 pL dc 
plasma ou soro sanguineo e diluir para 2 mL coni agua 
destilada* Numerar tres tubos de ensaio coma B, A e R 
Adicionar 50 pL de agua destilada no tubo B; 50 pL 
plasma ou soro sanguineo no tubo A e 50 pL da solugao- 
-padrao dc BSA (0,200 g/L) no tubo E Para todos os 


tubos, completar o volume para 5 mL com o corante 
coomassie brilliant blue G-250 e agitar todos os tubos* 
Esperar 10 minutos e fazer a leitura da absorbancia em 
595 nm contra o branco (0,0 pg mL 1 ). A concentraqao 
das proteinas totais pode ser ealculada de acordo com a 
equa^ao 4. 

Equa^aod 

Protemas totals cm g. L (Abs /Abs . ) x 40,0 

Determ ina^ao de protein as totais em tecido animal 

- adicionar 20 pL do homogcncizado dc tccido cm 
um tubo c complctar o volume para 1 mL com solucao 
salina* Numerar tres tubos dc ensaio como B, A c R 
Adicionar 100 pL dc agua dcstilada no tubo B; 100 pL 
homogcncizado do tccido previamente diluido no tubo 
A e 100 pL da solucao-padrao de BSA (0,200 g. L _1 ) 
no tubo R Para todos os tubos completar o volume para 
5 mL com o corante coomassie brilliant blue G-250 e agitar 
todos os tubos. Esperar 10 minutos e fazer a leitura da 
absorbancia em 595 nm contra o branco (0,0 pg mL' 1 )* 
A con cent ra^ao das proteinas totais pode ser ealculada de 
acordo com a equa^ao 5* 

Equa^an 5 

Proteinas totais cm mg. g' 1 dc tccido = (Abs / 
Abs padr _ o ) x (massa de tecido em gramas) x 100 

Determinafao de proteinas totais em tecido nervoso 

(micropunch) - numerar tres tubos dc ensaio como R, A c 
P. Adicionar 100 pL de agua destilada no tubo B; 20 pL 
homogeneizado do tecido nervoso no tubo A e 100 pL 
da solu^ao-padrao de BSA (0,200 g. L -1 ) no tubo R 
Adicionar 80 pL de agua destilada no tubo A. Para todos 
os tubos complctar o volume para 5 mL com o corantc 
coomassie brilliant blue G-250 e agitar todos os tubos* 
Esperar 10 minutos e fazer a leitura da absorbancia cm 
595 nm contra o branco (0,0 pg. mL" 1 )* A conccntra^ao 
das proteinas totais pode ser ealculada de acordo com a 
equa^ao 6. 

Equa^aotf 

Proteinas totais em utr = (Abs /Abs , ) x 200 

1 o ' trnustra {jUdraur 

Idcntifica^ao de proteinas — numerar tres tubos de 
ensaio como B, A e R No tubo B adicionar 50 pL de 
agua destilada, no tubo A 50 pL da amostra e no tubo 
P 100 pL da solucao-padrao de BSA (0,200 g L' 1 ). Para 
todos os tubos complctar o volume para 5 mL com o 
corantc coomassie brilliant blue G-250, agitar, esperar 
10 minutos c fazer a lcitura da absorbancia cm ^9^ 
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nm contra o branco (0,0 pg mL' 1 )* A concentrapao das 
protein as totals pode ser ca leu lad a de acordo com a 
equapao 7, 

Equapao? 

Proteinas totals cm ug mL 1 = (Abs /Abs ,.) * 2 

I o x amostra padrac/ 

De term in a^ao de proteinas totais ein amostras de kite 

- pesar 0,0200 g dc kite cm po c dissolver cm 100 mL 
de NaOH a 0,10 mol. LA Numerar tres tubes de ensaio 
como B, A e P. Adicionar 100 pL de agua destilada no 
tubo B; 100 |iL da amostra de Icitc previamente dilufda 
no tubo A e 100 pL da solupao-padrao dc casefna (0,200 
g. L' 1 ) no tubo R Para todos os tubos coinpletar o volume 
para 5 mL com o cor ante coomassie brilliant blue G-25Q, 
agitar, esperar 10 minutos e fazer a leitura da absorbancia 
em 595 nm contra o branco (0,0 fig- mL - 1 ). A concentrapao 
das proteinas totais pode ser calculada de acordo com a 
equapao 8 . 


proteinas em que a lei de Beer-Lambert e segulda e o 
tempo de analise nao e muito cur to. 

Interferentes 

O metodo dc Lowry esta sujeito a divers os inter¬ 
ferentes, sendo que cstes normalmente causam tim 
aumento da absortividade do branco, diminuipao da 
absortividade especifica ou a formacao de algum tipo 
de preeipitado. Zaia et al. (1998) fizeram uma list a dos 
interferentes desta metodologia, sendo os principals: 
compostos fenolicos, apucares, tampao Tris-TICl, mer¬ 
captan as, acido urico, guanina, melanin a, sendo que 
tod as estas sub stand as re a gem com o reativo de Folin- 
Ciocalteau prove cando re suit ado falso-positivo; lipid ios 
aumentam a turbidez das amostras; deter gen tes provo- 
cam a formacao dc preeipitado s; sulfa to de anionic alte¬ 
ra o pH da amostra provocando diminuipao da absorti¬ 
vidade; e RNA aumenta a absorpao da amostra. 


Equapao 8 

Protcinas totais cm % (m/m) - (Abs /Abs ..) * 

■ y s amostiia. padrau' 

(massa dc Icitc cm gramas) 


Metodo de Lowry 

Prinripio 

O principio do metodo de Lowry baseia-se no reati¬ 
vo de Folin-Ciocalteu (mistura de molibdato mais tlin¬ 
gs tato mais ad do fosfbrico), o qua! sofre uma redupao 
quail do re age com proteinas na presen 9 a do catalisa- 
dor de Cu (II), Chou e Goldstein (1960) e Legler et al. 
(1985) estudarain o mecanismo de redupao do reativo 
de Folin-Ciocalteu por proteinas, peptideos e aminoa- 
cidos. Estes autores concluiram que esta reducao ocor- 
rc di ret ament e por meio das cadcias laterals dc alguns 
amino acidos (tiro sin a, triptofano, cistdna, asparagina c 
bistidina), que contribuem com quatro eletrons para a 
reducao do reativo de Folin-Ciocalteau ou por meio da 
rctirada dc dois eletrons dc cad a unidadc tctrapcptfdica 
dos peptideos c proteinas, que c facilitada pci a formacao 
do complexo entre o Cu (II) e peptideos/proteinas. 


Aplicacbes da Metodohgia - apesar de todos os 

inconvenientes ja citados, 0 metodo de Lowry continua 

sendo o mais utiiizado, provavelmente dev i do ao tato 

de ter si do o primeiro metodo com grande sensibilidade 

a proteinas a ser proposto, e isto criou uma tradipao 

na utilizapao desta metodologia. Este metodo tem 

side utiiizado na deter mi napao de proteinas totais 

em: liquor, plasma sanguineo, tecido animal e vegetal, 

saliva bumana, membranas, leite humano, suco biliar e » 

produtos alimentfeios (Zaia et ab, 1998). Deseieveremos 

aqui a utilizapao desta metodologia na determinapao de 

proteinas totais em tecidos, pois este metodo e ainda 

muito utiiizado cm laboratories dc pcs qu is a. 

Faixa de Linearida.de e Estabilidade - um dos 
inconvenientes da utilizapao da metodologia proposra 
por Lowry rcfcrc-se ao faro dc que a lei dc Beer- 
- Lambert c seguida cm estreita faixa dc concentrapao 
dc protein a. Em nosso laboratorio, temos utiiizado a 
BSA na concentrapao de 20-60 pg. mL' 1 . O produto de 
reapao entre o reativo de Folin-Ciocalteu e proteinas e 
estavel por divers as boras; no cut an to, recomen damos 
que a absorbancia seja lid a no maximo cm 2 boras. 


Vania gem e Desvantagens 

A principal vantagem do metodo dc Lowry c sua 
alt a sensibilidade a proteinas, e outra c que a absorti¬ 
vidade especifica nao e muito variavel para diferentes 
proteinas, Porem, o metodo dc Lowry possui divers as 
desvantagens, tais como estar sujeito a muitos interfe¬ 
rentes, possuir uma faixa estreita de concentrapao de 


Reagentes 

Folin-Ciocalteau. 

— Albumina serica bovina - frapao V (BSA). 

— Garbonato de sodio — Na_CO. : (RA*), 


- I lidroxido de sodio — NaQI I (P + A + ). 
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Sulfato de cobre penta-hi drat ado - CuS0 4 .5H 2 0 

(P.A.). 

— Tartarato de sodio ou potassio - KOOC (C HOH) 2 ' 
COONa (P.A.). 

— Fenolftalema. 

— Etanol. 

— Ftalato acido de potassio. 

Materials 

— 1 bequer de 20 mL 

— 3 bcqucrcs dc 100 mL 

— 1 bequer de 500 mL 

— 1 bureta 25 mL 

— 2 erlenmeyers de 250 mL 

— 1 balao volumetrico de 20 mL 

— 1 balao volumetrico de 1 L 

— 1 balao volumetrico de 100 mL 

— 1 fiasco de vidro dc 1 L 

— 10 tub os dc vidro de 1,5 mm dc di a metro por 10 
mm de comprimenro 

— 10 tubos com capacidade dc 2 mL 

1 micropipeta de volume variavel de 0 a 200 pL 

— 1 micropipeta de volume variavel de 0 a 1.000 pL 

— Cub etas de vidro 

So lufoes 

Solufao-padraq tic albumin a scrica bovina-BSA 
(fra^ao V) ( 1,00 g, L" 1 ) - em um bequer de 20 mL, 
dissolver 0 , 02 QOgde BSA com aguadestilada, transferir 
qu anti tat ivamente para um balao volumetrico de 20 mL 
e completar o volume. Esta solu^ao deve ser separada 
em aliquotas em tubas com capacidade de 1,5 mL ou 
2,0 mL c armazenada em freezer a 

Solu^ao de hidroxido de sodio 1 mol. L ' 1 - em um 

bequer de 500 mL, dissolver 40 g de hidroxido de sodio 
cti m agu a d esti 1 ad a, tr a n sfe r i r qua n ti tati vam en te p a ra u m 
balao volumetrico de 1 I, e completar o volume. Colocar 
a solu^ao em um frasco de polietileno, Nao colocar a 
solu 9 S 0 de base em fiascos de vidro. Esta soluqao d ever a 
ser padronizada c sera utilizada na titulaqao do reagente 
de Folin- Cioc alte au. 


Solu^ao dc hidroxido dc sodio 0,10 mob L' 1 - em um 

bequer de 500 mL, dissolver 4 g de hidroxido de sodio 
com agu a destilada, transferir quantitativameute para 
um balao volumetrico de 1 L e completar o volume. 
Colocar a solu^ao em um frasco de polietileno. Nao 
colocar a solupao de base em fiascos de vidro. 

Solu 9 at> dc fcnolftalcina a 1 % - dissolver 0,500 g de 
fenolftalema em 30 ml, de etanol e completar o volume 
para 50 mL com agu a destilada. 

Solu^ao-padrao de ftalato acido de potassio 0,100 

moL L L — secar o ftalato acido de potassio puro a 110- 
120°C por 30 minutos e pesar exatarnente 2,0430 g, 
dissolver em agua quente a 50-70°C (previamente 
tervida e el i min ado o gas carbon ico) e completar o 
volume para 100 ml, em um balao volumetrico com 
agua destilada (previamente fervid a) a temperatura 
ambiente. 

Reagents A — pesar 10 g de carbonato de sodio e dissol¬ 
ver em 500 mL de hidroxido de sodio 0,10 mol. L h 

Reagente R - dissolver 0,50 g de sulfato de cobre penta- 
-hidratado e 1 g tartarato de sodio ou potassio cm 100 
mL dc agua destilada. 

Reagente C — misturar 50 rriL do reagente A corn 1 mL 
do reagente B. Esta solui^ao podera ser utilizada ate 24 
boras apbs sua preparaqao. 

ReagenteD - misturar 50 mL dc uma soluqao dc carbo¬ 
nate dc sodio a 2 % com 1 mL do reagente B. 

Reagente E- titular o reagente de Folin-Ciocalteau com 
hidroxido de sod to (1 mob L' 1 ), previamente padroniza- 
do com ftalato acido de potassio, utilizando a fenolfta¬ 
lema como indleader e dilui-lo ate que sua concentrator) 
em termos de acido seja de 1,0 mol. L ' 1 (cerca de duas 
vezes). Este reagente deve ser preparado minutos antes 
de sua utiliza^o e depois descartado. 

Metodologias 

Padroniza^ao do hidroxido de sodio 1 moL L' 1 - pipetar 
10 mL do hidroxido de sodio 1 mol. L " 1 e diluir para 100 
mL em balao volumetrico. Transferir cuidadosamente 
esta solufao para uma bureta de 25 mL (cuidado para 
nao hear bolhas de ar na bureta). Pipetar 20 mL da 
solu^ao de ftalato acido de potassio {0,10 mol. L' 1 ) em um 
erlenmeyer de250 mL, adicionar 3 gotas de fenolftalema 
e 100 mL de agua destilada. Agitando constantemente a 
soluqao de ftalato, gotejar o hidroxido sobre ela, ate que a 
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solu^ao se torne rosea. A notar o volume gasto e caleular 
a molar id ade do hidroxido utilizando a equaqao 9. 

Equa^ao 9 

Concentra^ao de hidroxido de sodio (moh L' 1 ) = 
0,10 x 20 /volumc dc NaOH cm mL 

Curva padrao de BSA — numerar 5 tubos de ensaio de 0 
a 4, adicionar os scguintcs volumes dc 13SA (1,00 g r L - 1 ) 
cm cada um 0 , 0 ; 20 ; 40; 60; c 80 pL, Apds, adicionar 
os scguintcs volumes dc agua dcstilada: 80; 60; 40; 
20; e 0,0 pL. Adicionar em todos os tubes 1 mL do 
reagente C, misturar e deixar em repouso a temperatura 
ambientc por pelo menos 10 minutos. Adicionar 100 pL 
do reagente E, misturar imediatamente (o tempo entre a 
adi^ao do reagente e sua total mistura tiao deve ser maior 
que 2 segundos) e deixar em repouso a temperatura 
ambiente por pelo menos 30 minutes. Fazer a leitura da 
absorbancia em 750 nm contra o branco (0,0 pg mL 1 ). 
As concentrates finais de BSA em cada tubo serao: 
0 , 0 ; 16,7; 33,3; 50,0 e 66,7 pg. mL'l A curva-padrao 
nao precisa ser feita em to das as analises, no entanto, e 
conveniente faze-la pelos menos uma vez por semana. 
Contudo, em todas as analises um padrao tem que scr 
feito junto com as a mo s tr as. 

Detcrmiiiafao dc protcinas totais cm tccido animal 

— adicionar 100 pL do homogeneizado de tecido em 
um tubo e completar o volume para 1 mL com salina. 
Numerar tres tubes de ensaio come B, A e P. Adicionar 
60 pL dc agua destilada no tubo B; 60 pL homogeneizado 
do tecido previa me nte diluldo no tubo A e 60 pL da 
solupao-padrao de BSA (1 g. L' 1 ) no tubo P. Adicionar 
cm tod os os tub os 1 mL do reagente C, misturar e deixar 
cm repouso a temperatura ambiente por pelo menos 10 
minutes. Adicionar 100 pL do reagente E, misturar 
imediatamente (o tempo entre a adi^ao do reagente e sua 
total mistura nao deve ser maior que 2 segundos) e deixar 
em repouso a temperatura ambiente por pelo menos 30 
minutos. hazer a leitura da absorbancia cm 750 nm contra 
o branco ( 0,0 pg. mL'- 1 ). A oonccntrapao das protcinas 
totals pode ser ca leu lad a de acordo com a equa^ao 10 . 

Equa^ao 10 

Protcinas totals em mg sf 1 de tecido - (Abs / 

O Q \ ftmostfa 

Abs drao ) x (massa dc tccido cm gramas) *100 

Consideracoes Gerais sobre algumas 
Mctodologias Espcctrofotometricas 

Bescreveremos rapid a me nte algumas metodologias 
que nao sao tao cornu me nte utilizadas come as descritas 


nos iters anted ores. Entre tan to, em algumas situate es, 
elas podern ser uma op^ao a ser utilized a. 

Metado de Absor^ao no Ultravioleta 


Prindpio 

Na regiao de 280 nm as protcinas absorvem, devido 
a presen^a de alguns aminoaeidos em sua composiyao, 
como: triptofano, tiros in a c cistlna, devido a sua alta 
absortividadc molar. Outros aminoaeidos (fen i la lan in a, 
cistema, metionina) tainbem absorvem nesta regiao, 
no entanto, sua absortividade molar e baixa. Na regiao 
abaixo de 220 nm, as protein as tambem apresentam 
forte absor^ao devido a liga^ao peptfdica (S to sc beck, 

1990, Zaiaetal. 1998). 

Vantagens e Desvantagem 

A principal \ r antagem das metodologias utilizando 
o ultravioleta e que nao e necessario fazer-se nenhum 
prepare da amostra. A grande desvantagem e que estes 
metodos sofrem interferenda de qualquer substancia que 
absorva no ultravioleta, o que torn a limit ad a sua utiliza- 
^ao (Stoscheck, 1990, Zaia et al. 1998). 


Interferentes 

Qualquer substancia que absorva no ultravioleta e 
um interferente dcstas metodologias (Stoscheck, 1990, 
Zaia et ah 1998), 

Apli cades das Metodologias 

As metodologias utilizando o ultravioleta sao co¬ 
mum ente utilizadas durante os procedimentos de puri- 
hcaqao e separaqiio de protcinas (Stoscheck, 1990, Zaia 
et al 1998). 


Metodo do p-cloranil 

Prindpio 

A rea^ao entre quinonas e aminoaeidos ou protei- 
nas c objeto dc muita discussao na literatura, sendo que 
basicamcntc cxistcm duas cor rentes, Em uma c dcscri- 
ta ocorrenda da forma^ao de compostos mono ou dis- 
substituidos dos aminoaeidos nas quinonas e na outra e 
proposta a for may ao de compostos de transferencia de 
carga(Slihktn, 1980). Nametodologiadesenvolvidapor 
Zaia et al. (1999), utilizando o p-colranil, provavelmen¬ 
tc um composto dc transferencia de carga esteja sendo 
form ado. 
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Vantagcm e Desvantagens 

O metodo prop os to possui a vantagem de ser sim¬ 
ples e sensivel para a maioria das aplicafdes para a de¬ 
term inacao de proteinas totals cm mcios biologicos. No 
cntantOj possui a desvantagcm dc a absortividadc cspc- 
cifiea variar depen den do da proteina. 


Interferences 

Qualquer substancia que reaja com o p-cloranil e uni 
interferente em potencialdo metodo. Zaia et al. (1999) tes- 
taram alguns possfvcis interferente s dcsta mctodologia. 


Aplicafdes da Metodologia 

O p-cloranil foi utilizado com sucesso para adetermi- 
naqao dc proteinas totais nas seguintes amostras: plasma 
sanguineo (Zaia et al., 1999), ted do de epididimo (Zaia 
et al., 2000) e soro de leite (Kamizake et al., 2003). 


Metodo dc Smith ou BCA 

Principle 

O metodo de Smith ou BCA-acido bicinchonini¬ 
ce (4,4-dicarboxi-2,2-biquinolina) e baseado na reafao 
entre cobrc (II) c proteinas cm mcio akalino, produzin- 
do cobrc (1) que reage com BCA absorvendo for tem cn- 
te na regiao de 560 nrn (Smith et al., 1985) 

Vantagens e Desvantagens 

O metodo dc Smith ou BCA tem a vantagcm dc scr 
simples e ter sensibilidade igual ao metodo de Lowry. 
Porem, tem as seguintes desvantagens: variafao da ab¬ 
sorb vidade e spec Iff caparaditerentes proteinas, variafao 
da absorbancia com o tempo e dependencia entre tem- 
peratura de incuba^ao das amostras e sua absorbancia. 

interfe rentes 

Divers as substancia s podem interferir no metodo 
de Smith, sendo que em muitos casos estas substand as 
reagem com o cob re (TI). Zaia et ab (1998) fizeram uma 
lista da Literatura dos interferentes do metodo de Smith. 
Os mais commas sao: EDTA, acido ascorbico, pcnicili- 
nas, paracetamol etc. 

Aplicafdes da Metodologia 

O metodo dc Smith tem sido rccomcndado para a de- 
terminaqac de proteinas totais em leite Humana e celulas. 
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21. Imunoensaio Enzimatico para 

Detecgao de Proteinas 


Aloacir Ca juclds Filho 


Introducao 

Os imunoensaios combinam principles de imunolo- 
gia c quimka cm testes que sac utilizados por cientistas 
de areas tao divers as corno biologia molecular e ciencias 
ambientais. Imunocnsaios como im un oh lotting (dctcc gao 
de proteinas em membranas) imunoistoquimica (locali- 
zagao dc mol ecu las cm tccidos c cclulas) c imunoensaio 
enzimatico proporcionam mcios scnsivcis c especfficos 
para a deteegio de moleculas-alvo. 

De litre as teen ic as imunoqui micas, o imunoensaio 
enzimatico e um dos mais sensiveis para a deteegao e 
identifkagao de proteinas, alem de ser rap5do, con travel, 
de mais banco custo e seguro que outras temicas. Varios 
fatores favorecem a escolha desta metodologia: procedi- 
mento simples, altas especifiddade e sensibilidade, pe- 
quenas quantidad.es de amostra, pequena variagao entre 
os ensaios, redugao significativa do tempo de bancada e 
facilidade na leitura da placa. Basicamentc, cstc ensaio 
con sis te na captura dc Lima molccula dc intcrcssc por 


mcio dc sua ligagao a outra molccula imobilizada cm sa¬ 
por tc solido, c sua deteegao por algum metodo enzimati¬ 
co. Um tipo bastantc comum dc imunoensaio enzimatico 
c o tesre dc ELISA, que sera dctalhado mais adiante. 

O metodo mais convencional para a imobilizagao 
e a adsorgao passiva da proteina em superficie pi as tic a, 
geralmente poliestireno. A superficie do polies tire no 
nao irradiado apresenta forga de ligagao quimica de na- 
tureza hidrofobica (Fig. 21,1). 

Em estudos classicos, a dinamica da adsorgao de 
diferentes proteinas em superficies dc poliestireno e 
atribuida a alguns fatores, obedecendo tipicamente o 
principio da saturagao (Fig. 21.2), com a formate de 
uma monocamada de proteinas. A quantidade de prote¬ 
in a em solugao parece estar correlaeionada diretamente 
com a porcentagem de proteina adsorvida na placa, ate 
a con centra vao dc 5 mg/mL. Esta faixa c chamada dc 
regiao dc indcpcndencia, pois a porcentagem dc protcl- 
na imobilizada c cons tan te c independente da adigao dc 



Waals aao represent adas pela ligagao do hidrogenio entre dots dtpolos (A) e a ligagao hidrofobica entre grupos apolares de esqueletos car- 
hotikos volfados para a superficie da molccula (D), em que a area porstilhada indica uma regiao no qua! a agua foi exduida. 
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mats protein a. As protein as adsorvidas dentro desta re- 
giao per inane cem be in adcridas nas c tap as poster iores. 
Acini a desta regiao, entretanto, a prop or ^ao de protci- 
nas imobilizadas e inversa a adicionada. A porcentagem 
imobilizada varia entre as pro te mas. 

A adsor^ao de moleculas fun cionais em plasticos 
provoca uma grande perda de atividade. Para anti¬ 
corpos, a funcionalidadc - a cap acid a dc dc ligagao ao 
antigeno apos a adsorqao - pode reduzir-se a apenas 
10 % para anticorpos mono cion a is c 25% para anticor¬ 
pos policlonais. Entretanto, esta perda nao inviabiliza 


o ensaio, pens as moleculas funcionais remanescentes 
pod cm responder sati sfato riamente ao nivcl dc sensibi- 
lidade desejado. 

Teste de ELISA 

O acrdnlmo ELISA significa Enzyme-Linked Im¬ 
munosorbent Assay* Neste tipo de imunoensaio, um dos 
reagentes e imobilizado em um suporte soli do, e a de- 
tec^ao se da por aqao enzimatica, produzindo cor, qui- 
miolummescencia ou fluoresce ncia + 



Figure 21,2“ Imobiliza^ao dc uma protein a cm p oiks tire no. 


O teste de ELISA e um imunoensaio chamado kete- 
rogeneO) pois consiste em duas lases - uma liquid a e outra 
sol Ida, TIaquatro tipos basicos de ELISA: L ELISA dire- 
tOj que envolve a imobiliza^ao do antigeno na fase sol Ida, 
seguida pel a detect ao com um anticorpo prirnario conju- 
gado com enzima. Estc tipo dc ensaio gcralmcntc torna 
a quantifica^ao cm amostras nao purificadas mais dificil, 
pois outra s pro tem as presenter compete m pel os sitios tie 
liga^ao no plastico. 2. ELISA indireto , em que o antigeno 
tambem e imobilizado na placa. A detec^ao, neste caso, 
da-sc dc forma indireta, pois o anticorpo prirnario nao c 
marcado. Um anticorpo secundario, conjugado com en- 
zima, que reage com o anticorpo prirnario e us ado para a 
dctcc^ao. Estc fbrmaro c o mais utilizado para a deteegao 
de anticorpos espectficos em soro, 3. ELISA de compettfao, 
base ado na pre-incuba^ao da amostra com antigen os (ou 
anticorpos) que competem com os anticorpos de captura 
da placa pel os anticorpos (ou antigenos) desta amostra, 
A diminuifao no sinal no qua) ha a adigao do anticorpo 
secundario ou antigeno para a detec^ao proporciona um 
resultado altamente espccifico. 4, ELISA “sandwich " (%■ 
21.3), nesta tecnica o antigeno e imobilizado entre dois 


anticorpos primaries, o primeiro fixado a microplaca (an¬ 
ticorpo dc captura), c o segundo, chamado dc anticorpo de 
deteeqao, e adicionado apos a aplica^ao da amostra eon- 
tendo o antigeno. Este segundo anticorpo pode ser con- 
jugado com uma enzima ou ligado posteriormente a um 
anticorpo secundario conjugado com uma enzima, que ca- 
talisa a rea^ao de um substrate cromogenico, gerando cor. 
O processo descrito acirna envolve uma serie de passes, 
mesmo para um ensaio dc ELISA com uma configurate 
simples, tais como: a) cobertura da placa com a protein a de 
captura (imobilizaqao), b) lavagem da placa para retirada 
das protein as que nao aderiram a supet fide, c) incuba^ao 
com a amostra contcndo o antigeno, d) lavagem da placa 
para retirada da amostra nao ligada a proteina de captura, 
c) incubaqao com o anticorpo conjugado com a enzima, f) 
lavagem da placa para a retirada do anticorpo conjugado 
nao ligado ao antigeno c g) adi^ao do substrate cromoge¬ 
nico. A intensidade da cor desenvolvida pelo substrato e 
proporcional a quantidade do antigeno presente na amos- 
tra. A intensidade podc scr mensurada por um espectro- 
foto metro, perm! tin do uma analise quantitativa. Uma va- 
ria^ao para este tipo de teste: para a captura do antigeno, 
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Figura 21,3 - Etapas de um imunoensaio enzimatico (ELISA “sanduiche"). (A) Cobertura da placa com anticorpo de captura; (B) aplica^ao 
da amostra a placa (ja bloqueada) coni o antigeno (ligante) presente era varias proteinas; (C) liga^ao do anticorpo de. detecfao ao antigeno; 
(D) liga^ao do anticorpo sccund&rio conjugado com enzima no dc dctcc^ao; {E) a aplica^ao do substrato; (F) gcra^io dc cor a partir do subs- 
trato. E litre cad a ctapa, ocorrc a lavagem da placa, para a rcmoqao do cxccsso dc reagents. 


uma protema com afinidade especifica ao antigeno pode 
ser utilizada, em substitui^ao ao anticorpo. 

Reagentes 

A concent ra^ao de cad a reagente deve ser estabele- 
cida empiricamente. Felizmente, urn a falx a bem abran- 
gente de diluiqoes e possivel. For exempdo, boa parte dos 
protocol© s para ELISA base ados em anticorpos oonjuga- 


dos com enzima indica dilui^ao dc 1:5.000 do conjugado, 
mas poderia trabalhar igualmente bem com dilui^oes eo- 
tre 1:2*000 e 1:20*000. Para o estabelecimento dos mVeis 
adequados, uma tabela de titula^des deve ser construida* 
Esta tabela consistc em um unico experiment© no qua! as 
concentrates de dois comp one ntes variam, como mos- 
tra a figura 21.4. Estc me to do pode ser utilizado para 
a otimiza^ao dos reagentes quando e empregado um 
anticorpo secundario conjugado com enzima. Um dos 


1:1 1:2 1:4 1:16 1:32 1:64 
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Figura 21.4- Dilui^ao seriada cm dims dimcnsocs (a antigeno c sueessivamente diliudo na horizontal, enquanto q anticorpo c igualmente 


diluido na vertical). 
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reagentes e dilurdo horizontalmente (linhas), enquan- 
to outro e dilnido vertical me nte (colunas). O desen ho 
experimental permits a analise de diferentes concentra¬ 
tes dos dois reagentes em cad a po^o, para a obtencao 
da melhor combi na^ao entre ambos. Este pro cedi men to 
tambem e chamado de dilui^ao seriada em duas dimen- 
soes. 

Controles 

Para eada ensaio, e importante a determina^ao dos 
controles positive e negative para assegurar a iidclidadc 
dos rcsultados, ou seja, que os reagentes cstao funcio- 
nando de acordo com o esperado, mesmo que o rcsultado 
das amostras seja eompletamente posit ivo ou negative. 

Os controles devem ainda apresentar uma especi- 
ficidade apropriada ao teste, para que qualqucr rea^ao 
observada rep re sc nte uma intera^ao antigeno-anticorpo 
do si stem a es to dado e nao rea^oes de outra natureza, 
devido a fatores estranhos ao si stem a. 

A seguir apresentamos os controles normalmente 
titilizados em imunoensaios: 

a) Os poqos cobcrtos apenas com a proteina dc bloqucio 
c os cobcrtos com a proteina dc bloqucio mais o anti- 
geno nao devem ligar antieorpos secundarios conjuga- 
dos com a enzima, tampouco degradar o substrate. 

b) Po^os cobcrtos com a proteina de bloqucio nao de~ 
vcm ligar antieorpos primaries. 

c) Soro normal ou antissoro de antigenos nao relacio- 
nados nao devem ligar-se aos poqos cobcrtos com 
antigeno. 

d) A liga^ao do anticorpo nos poqos cobcrtos com an¬ 
tigen o deve ser bloque ad a com a incubaqao previa 
deste anticorpo com algum antigeno homologo, mas 
nao com a incuba^ao com outro tipo de antigeno 
(controle de adsor^ao do antfgeno). 

Bloqucio 

Tampbes de bloqucio sac utilizados para reduzir as 
liga^oes inespecificas. Para cada ensaio e necessario que 
diferentes tipos dc bloqueadores sejam testados, pois 
nao ha um bloqueador universal para todos os imuno 
ensaios* A otimiza^ao do bloqucio requer monitora^ao 
do ruido (controle negative) e sinal (controle positivo) 
para oomparafao e sele^ao dos bloque adores. Es col her 
o bloqueador que produzir a rcla^ao sinal/ruido mais 
a It a. Ha dois tipos principals de bloque adores: defergen- 
tes e pro tetnas, O deterge nte mais utilizado e o 'Tween® 
20 , na concent raqao entre 0,01 e 0,1%. Os bloqueadores 


proteicos mais comuns sao soro normal (controle), leite 
desnatado, albumin a serica bovina (BSA) e easel na. O 
leite desnatado e bast ante utilizado, porem a present^ 
de biotin a no leite e de fosfo protein as em quantidades 
variaveis torn a sua utiliza^ao nao reconiendavel em sis- 
temas base ad os na afinidade avid in a/biotin a, ou para 
ensaios cnvolvendo fbslbrila^ao, c.omo 11 a sinaliza^ao 
celular, por exemplo. I la dispomvel no mere ado uma 
serie de bloqueadores proteinaeeos que reduzem signifi- 
cativamente as ligaqoes ine specific as. 

Enzimas e Substratos 

As principals enzimas utilizadas (em ordem de cres¬ 
cent e de eficiencia) sao: peroxidase (peroxidase de raba- 
nete do ingles horseradish peroxidase, HRP), fosfatase al- 
calina (AP), p-galactosidase (p-gal) e glicose-6-fosfato 
desidrogenase (G6PDH)* 

Substratos cromogenicos para css as enzimas indue m: 
2,2- azi no -b is- (3 -c ti lb c nzoti azol in a- 6 - aci do s u If bn ico) 
(ABTS); para HRP, p-nitrofenilfosfato (pNPP) para 
AP, orto-nitrofcnil p-D-gaketopiranosidco (ONPG) 
c vermelho de clorofcnol P-D-galactopirano side o 
(CPRG) para p-gal c NADP glicosc 6-fosfato para G6 
PDH + Substratos quimiolu mine see nte s tambem sao 
basrantc utilizados, c sua maioria, dispomvel no mcr- 
cado, sao sis te mas baseados em luminol (5-a mi no-2, 

3- di-hidro-l, 4-ftalazinadiona). Dentre os substratos 
fluorogenicos, destacam-se: acido p-hidroxitenilacetico 
(PUPA); acido 3-(p-hidroxifenil) propionico (TIO- 
PPA) e 10-acetil-3,7-di-hidroxifenoxazina para HRP; 

4- metilumbeliferil fosfato para AP; 4-metilumbeliferil- 
P -D-galactopir ano sideo; fluoresceina di-p -ga lac to side o 
e 4-metilumbeliferil galactosideo 6 sulfate para p-gal. 

Incubacao: Tempo e Temperatura 

Os tempos dc incubacao c temper at uras para todos 
os passes devem scr deter min ados empiric am cntc> Em 
geral, a temperatura da incubacao influencia no tempo 
de rca^ao, Por exemplo, se a incubacao e padronizada a 
4°C, normalmente o tempo necessario sera de 12 boras 
(overnight) para a obtencao do sinal dcsejado. Sc forem 
realizadas incuba^oes a 37°C, os tempos requeridos se- 
rao bem men ores. 

Interafdes Inespecificas 

Todo imunoensaio deve reagir de acordo com o es- 
perado, Qualquer reaeao indesejada leva a resultados 
quantitativos e qualitativos incorretos. A figura 21.5 
ilustra os tipos mais comuns de rea^oes indesejadas. 
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Figura 21.5 — Algumas interacoes inespecfficas em um imunoen- 
saio enzimatico. (A) Reacao esperada; (B, CeD) adsor^ao direta 
na placa; (Ee F) afinidade direta entre os anticorpos; (G) afinidade 
entre o anticorpo secundario e o iigantc; (H, I e J) interafoes com 
o bloqueador. 


Concluindo, as conduces do ensaio devem ser otimiza- 
das desde a escolba da placa, passandopelos para metros que 
afetam a coberturae intera^ao entre antfgeno e anticorpos, 
ate o sistemade detecfao. Vinos fatores afetam sensibilida- 
de, especifiddade, linearidade e reprodutibilidade do ensaio. 
Assim, a qu alidade dos rcagentes deve ser observed a, como a 
variafao entre lotcs de anticorpos, por cxcmplo* Os inter fc- 
rentes presenter na amostra tambem devem ser considerados, 
para minimizar falsos-positivos ou falsos-ncgativos. 

Materials Necessarios — ELISA de 
Captura 

Equipamentos 

- Espcctrofotomctro (leitor de microplacas)* 

- Peagometro. 

- Pipetador multicanal para os volumes: 10 , 20,100 e 
200 pL. 

- Refrigeradon 


- Anticorpo secundario (anti-IgG) conjugado com 
peroxidase Horseradish (HRP)« 

— Tvjeen m 207- 

- Controle - antigeno para curva de calibra^ao. 

Substrate para peroxidase: podc ser utilizado um 
substrate sensive! como TMB (3 t 3\5>S'-tetrametiI- 
benzidina ) ou OPD ( o rtofe n i ien ediam i na ). 

- Placa de poiiestireno com 96 po^os para irminoen- 
saio (nao pode ser placa para cultura de celulas). 

— Tampao de cobertura. 

- Tamp ao de b 1 oqu ei o* 

— Tampao de lavage m* 

— Solu^ao de parada (optional): T T_.S0 1 a 1 N* 

Procedimento Experimental 

Nota: Estee umexemplo de protocolo. A otimiza^ao das 
dilutees para to dos os anticorpos, amostras, e controles 
deve ser determ in ad a empiricamente, requerendo varias 
titularies. Isto tambem e valido para o pH das solu^oes, 
concentrate dc detergente, tempo de incuba^ao etc. 

Prepara das Solufoes - Recomendaqdes 
Gerais 

Para cvitar variances entre rcsultados, utilize sempre 
to das as solupoes a temper atura ambiente. Nao diluir ou 
armazenar anticorpos cm fiascos dc poiiestireno* 

Solu§ao de Cobertura 

Diluir o anticorpo de captura (ou cobertura) para imo- 
bilizado na placa* As solu^bes mais utilizadas sao: tampao 
carbon ato de sodio, pH 9,6 ; tampao Hidrocloreto de Tris- 
(hidroximetil aminometano) (Tris-HCl), pTl 8,5; PBS 10 
mM, pH 7,2. A concentragao da protein a varia entre 1 e 
10 pg/mL* 


- Tubos com capacidadc de 1,5 c 0,5 mL. 


- Agitador magnetico. 


— Pipetas para os volumes: 5,10 e 25 mL. 


Reagentes 


- Anticorpo dc captura (IgG): anticorpo primario espe- 
cifico para protcina cm estudo (geralmcntc policlonal). 

- Anticorpo de d c teccao (IgG): anticorpo primario espcci- 
fico para protefna em estudo (genalmente monoclonal). 


Solu^ao de Bloqueia 

BSA, leite desnatado, caseina etc. Cada ensaio re- 
quer um tipo diferente dc bloqueador, 

Soluf ao para os Anticorpos Pritnario 
(de Detecfao) e Secundario Conjugados 
coin Enzima 

Os anticorpos devem ser diluidos em tampao de 
bloqueio para evitar Iigafoes inespedficas* A concen¬ 
trate da protcina varia entre 0,1 e 1,0 pg/mL. 
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Solu^ao para Amostra 

Utilize o mesmo tampao tie bloqueio para evitar li- 

gacocs incspccificas. A concentrate da protema varia 

entre 0,1 e 1,0 pg/mL. 

Solu^ao de Lavagem 

PBS a 0,1 M on PBS-Tris (pH 7,4) com um deter¬ 
ge nte coino Tween® 20 (0,02%-0,05% v/v). 

Cobertura da Placa 

1) Pipctar cm cada pogo 100 pL do anticorpo dc 
captura (ou cobertura) diluido no tampao de co¬ 
bertura. A dilui^ao deve seguir a rccomenda^ao do 
fabricantc. 

2 ) Cobrir a placa e incubar por ate 1-2 h a temperatura 
ambiente ou 4"C overnight (16 boras). 

3) Esvaziar a placa por inversao, lavar corn a solu^ao de 
lavagem dc 4 a 8 vezes. 

Bloqueio da Placa 

1 . Pipe tar 200 pL da solu^ao de bloqueio em cada po^o 
(nao adicionar deterge nte ncsta ctapa). 

2 . Cobrir a placa e incubar por 1-2 h. Tempos me notes 
podem ser testados. 

3. £ svazi ar a pi ac a p o r i rwersao, 1 avar co m a s o lu^ao de 
lavagem dc 4 a 8 vezes. 

Aplica 9 ao da Amostra e Controles 

1. Pipetar 100 pL da amostra ou controle em cada 
po^a (dlluir, se ncccssario). 

2 . Cobrir a placa e incubar a temperatura ambiente en¬ 
tre 2-4 horas ou 4°C overnight (16 boras). 

3. Esvaziar a placa por inversao, lavar com a solu^ao de 
lavagem de 4 a R vezes. 

Incuba^ao com o Anticorpo de Detec^ao 

1. Diluir o anticorpo dc dctcc^ao. Pipctar 100 pL do 
anticorpo cm cada po£o. 

2 . Cobrir a placa e incubar a temperatura ambiente por 
1 bora. 

3. Esvaziar a placa por inversao, lavar com a solu^ao dc 
lavagem de 4 a 8 vezes. 


Prace dim en£o% Tecnicos 

Incuba^ao com o Anticorpo Secundario 

Conjugado com Enzima 

1 . Diluir o anticorpo secundario. Pipctar 100 pL do 
anticorpo em cada po^o. 

2 . Cobrir a placa c incubar a temperatura ambiente por 
30 minutos. 

3. Esvaziar a placa por inversao, lavar com a soluble de 
lavagem de 4 a 8 vezes. 

Detecfao com Substrato Cromogenico 

1. Pipctar 100 pL do substrato cromogenico cm 
cada pO£0. 

2 . Cobrir a placa e incubar a temperatura ambiente de 
20 a 30 minutos. A rea^ao gcra uma colora^ao azul. 

3. A rea^ao pode ser parada com 50 pL da soiu^ao de pa- 
rad a (opcional), com a mudan^a dc cor para amarelo. 

4. Rcalizar a Icitura da placa cm um cspcctrofo to metro 
(leitor de ELISA) nos comprimentos de onda indi- 

cados para Icitura da placa: 

TMB: sem parada da reapao = 620-650 nm 
com parada da rca^ao = 450 nm 

Solu^oes e Reagcntes para ELISA 

Tampao de Cobertura: Tampao Carbonate, pH 

%6 (carbonato de sodio a 0,15 M, bicarbonate de sodio 

a 0,35 M, azida sodicaa 0 ? 03 M) 

- 3,18 g de Na,CO., 

- 5,86 g de NaHCO. 

- 0,4 g de NaN, 

- Ajustar o pH para 9,6 com HCL CompLctar o vo¬ 
lume para 200 mL com H 2 0 ultrapura. lultrar (op¬ 
cional). 

Tampao Salma Fosfato: PBS concentrado 
10 x , pH 7,4 (fosfato a 0,2 M, NaCl a 1,5 M) 

- 2,28 g de NaH.PO,: (PM-120); 0,038 M) 

- ou 2,62 g de Nal I PO^(11,0): (PM = 137,99; 0,038 
M) 

- 11,5 g dc Na J 1P0 4 : (PM=141,96; 0,162M) 

- 43,84 gde Nad. 

- pH 7,4. Completar o volume para 500 mL com H ,0 
ultrapura. Filtrar (opcional). Diluir 1:10 para concen¬ 
trate final. 
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Tampao de Lavagem: PBS-7 voeen® (PBS 
com 0,05 % Tween®-20,0,02 % azida sodica) 

- 400 mL de PBS concentrado 10k, 

- 8 mL de azida sodica a 10%. 

- 2 mL de Tween®-20. 

- Com pic tar o volume para 4,0 L com agua (H,0) 
ultrapura, Filtrar (opcional). 

Tampao de Diluiyao 

- Utilizer o tampao de bloqueio para diluir os anticor- 
pos, antigenos e controles. 

Tampao de Bloqueio (PBS eoncetrado lx 
com BSA a 1%, azida sodica 0,02%) 

“ 50 mL de PBS concentrado 10k. 

- 1 mL dc azida sodica a 10%. 

- 5 g de BSA. 

- Complctar o volume para 500 mL com LLG ultra¬ 
pura. Filtrar (recomendado), 

Tampao para o Substrato Cromogenico: 

(TME) 

- 6 mg dc TM B (3,3 5,5 1 -tctra m c tilb enzidin a), 

- 10 mL de KP 1M, pH 6,5. 

- 150 pL H 2 0, a 30% (adicionar somente no momcn- 
to da utilizayao). 

- Completar o volume para 100 mL corn H.O ultra¬ 
pura. Filtrar (opcional). 

Azida Sodica a 10% 

- 2g de azida sodica. 

- Complete o volume para 20 mL com H O ultrapu¬ 
ra, Filtrar (opcional), 

Problemas com ELISA 

Sinai Fraco ou Inexistente 

- Tc s te um an tico rp o p r irnario com maior afinidadc. 

- Ha algum interfe rente na cobertura, como alta com 
centrayao de ureia? 

- Todos os principals reagentes foram adicionados? 

- Hoove a omissao de algum pas so por engano? 

- O substrato foi prep a rad o corretamente? 

- O substrato e o cor re to para a enzima conjugada? 


- A concentrayao do detergente esta muito alta? Remo- 
ver ou diminuir o detergente do tampao de lavagem. 

Ha algum inibidor da enzima? Azida sodica em 
quant idades elevadas pode inibir a peroxidase. Re- 
move-la ou diminir sua conc.cntracao. 

- O substrato nao esta vencido? 

- O tempt) de incubayao esta apropriado? Verificar as 
rccomendayoes do fabric ante, 

- A temper atura de incub ayao esta a dequad a? Verifi- 
car se o sistema nao foi superaquecido ou a ternpe- 
ratura ambielite e muito baixa. 

Os volumes estao cor re to s? Verificar as pip etas, 

Riiido {background) muito Alto 

- Possiveis ligandes inespecifiers dos anticorpos. 
Modificar as condiyoes de bloqueio. Diminuir as 
lavage ns, pois pode estar ocorrendo uma variayao 
por desnaturayao. 

- A placa pode nao estar sen do lavada apropriada- 
mente. Verifique se todos os poyos sao preenehidos 
a cad a lavagem. 

A concentrator) do conjugado esta muito elevada. 
Verificar as rccomendayoes do fabric ante. 

- Considerar a ocorrcncia dc reaves cruzadas do 
anticorpo dc detecfao com o anticorpo dc captura. 
Fazer urn controle com poyos com cobertura e de- 
tecyao, sem adiyao da amostra, 

- Temperatura muito alta (> 37 C) durante todo o 
processo, 

- As albumin as podem, em certos casos, contribuir 
para o aumento da variabilidade, causando a desor- 
yao (separayao) das proteinas ja ligadas. 

Desenvolvimento Inesperado de Cor na Placa 

Geralmente e resultado da lavagem in com pi eta. Se 
as amostras foram tituladas e a placa lavada manual - 
melite, comeyar lavando os poyos coni concentrayao 
me nor (mais diluidos). 

- Contaminayao da soluyao com ions metalicos ou 
agentes oxidantes. Verificar a qualidade da agua 
(utilizar agua destilada e desionizada). 

Resultados Incsperados 

Verificar se a placa de ELISA e adequada para seu 
sistema (ha varies tipos dc plastico disp arrive is). 

Verificar sc todos os re agentes foram preparados e 
adicionados na ordem corrcta. 
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Curva de Calibraf ao Ruim 

— Problem as com a lava gem. Os po^os pod cm nao ter 
side csvaziados corrctamcntc durante o proccsso* 

— Empilhamento das placas durante a incuba^ao, pro- 
vocando um “efeito de borda\ Mante-las separadas. 

- Erro de dilui^ao. Vcrificar as pipetas e a tecnica de 
pipe t age m. 

- Adsorpao variavel dos reage ntes. Verificar o pH do 
tampao de cobertura, eonsidcrar a utiliza^ao de ou- 
tro tipo de placa, 
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22. Identificafao de Protemas 

por Imunoprecipita^o 

Patricia Gama 
Kstela Rcvilacmm 
Rui Curt 


Introdu^ao 

0 metodo de i mu noprecipita^ao e largamente em- 
pregado na identificafao da mass a molecular de antige¬ 
no s, avalia^ao da associa^ao entre proteinas e caracteriza- 
93.0 da e specific id ade de anticorpo s. Este metodo precede 
outras tecnicas de cstudo dc proteinas, tais como Western 
blotting, ELISA, radioimunoensaios, entre outras. 

O metodo de. imunoprecipita^ao fundamenta-se na 
rea^ao antigeno-anticorpo, que pode ser tratada sob as 
bases da regra da a^ao das mass as: a combinaqao do an¬ 
ti cor po (Ab) e antigeno (Ag), sendo con side rad a uma 
rea^ao bio molecular reversfveL 

K , 

Ab + Ag > AbAg 

Ondc k x c k, rcprcscntam a taxa constantc da rcvcr- 
sibilidade da rea^ao. 

(AbAg) _ K 1 _ K 
(Ab) x (Ag) K 2 

Onde (Ab), (Ag) e (AbAg) representam a concen¬ 
trate dos reagentes e do produto e K e a constante de 
equilibria e associate. A determinate do valor dc K 
para uma rea^ao antigeno-anticorpo particular e neces- 
saria para a determinate da constante termed!nimica. 
Os dados tcrmodinamicos indicam a natureza das liga¬ 
tes estabelecidas entre os dois reagentes. 

A formaqao do imunoprecipitado apresenta uma rc- 
lacao entre a concentraqao do antigeno e a do anticorpo. 
Confer me podc-se observar na figura 22 . 1 , mantendo 
fixa a conccntraeao do anticorpo e adicionando quantida¬ 
dos crescentes dc antigeno, tem-se urn aumento na quan¬ 
ti d ade do complexo precipitado. Esta regiao dc aumento 
do complexo precipitado e denominada de intervale on 


zona de excesso de anticorpo (regiao A). Aeima deste 
ponto nao haver a aumento no complexo precipitado dc- 
vido ao grau de equivalencia forma do entre o anticorpo 
c o antigeno, chamado dc zona dc equivalencia (regiao 
B). Aumentando a quantidade de antigeno, atinge-se a 
dhamadazonade inibi^ao (excesso de antigeno); a parti r 
deste ponto ha diminui^ao progressiva na quantidade do 
complexo antigeno-anticorpo forma do (regiao C). 


Materials Necessarios 


Reagentes 

- Acido fosforico. 

- Anticorpo prirnario especifico para proteina em es- 
tudo. 

- Bcnzamidina. 


- Cloreto de potass 10 . 

- Ditiotrcitol (DTT). 

- Flu ore to dc sodio. 

- Fosfato de sodio* 

- Fosfato dc potassio monobasico* 

- Fosfato de potassio dibasico. 

- Gelo* 

- Glicerol. 

- Tnibidores de protease e fosfatase (ortovanadato de 
sodio, flu ore to de fenilmetilsufomla (PMSF), fluore- 
to de sodio, aprotinma, benzamidina e leupeptina). 

- Pirofosfato de sodio. 

- Pro torn a A sefarose. 

- Triton X- 100 . 
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C ii rva cl e p te cip iia^ao d e an tfg e n os d e 

protein a 



0 10 20 30 40 50 

|Lg p rotein a/5t>Q |x L de de anti’gen* 


Figura.22.1 - Curva tie preeipita^ao da IgG-glohulina com o anticorpo espectfico correspondente. A) Representa o intervalo ou zona de 
exceeso de antic or po, onde se observa uma rela^ao direta entre a concentra^ao de anticorpo e a de antigeno e o precipitado formado. B) 
Ponto de estabiliza^ao na forma^ao do precipitado, em decorrencia da equivalencia torniada entre o anticorpo e o antigeno. C) Ponto de 
intfexio da curva, resultante do excesso de antigeno, com a inibigao na formagao do complexo de precipitado. 


De mo do geral, o Tamp So fosfato salina (PBS) e 
utilizada para o prepare de out ms reagentes emprega- 
dos na reagao. 

Tampao fosfato 136 mM dc NaCl, 2,7 mM de KC1,0,9 

salina (PBS) mM de KH . t PO, e 6,4 mM de Na H- 

PO,. 7T 1 2 0; ajustar pH para 7,5 

Na iigura 22.2 tem-se o fiuxograma representative 
das e tap as envolvidas no metodo de imunopredpita^ao. 

Metodo 

Prepara^ao da Amostra e Extra^ao de Protei'na 

Para Celulas em Suspensdo 

1. Retirar uma alfquota e availar o numero de celulas 
utilizando uma camara de Newbauer, ajustando para 
uma concentragao final de Rx 10 celulas, 

2 . Centrifugar a suspensao a 14.000* g durante 20 mi- 
nutos a 4°C. 

3. Colocar os tubes previamente centrifugados em 
gelo e adicionar ao sedimento B00 JiL do tampao de 
extragao gel ado. 

Para Celulas Aderidas em Substrata 

1 . Colocar as placas sobre gelo, retirar o melo de cul- 
tura, lavar com PBS e colocar 100 pL (para placa 


PI 00) de tampao de extras ao gelado. Com um poli¬ 
ceman r a spar a placa e Inclina-la um poueo para as- 
pirar o conteudo e transfer!-lo para um microtubo. 

2 . Centrifugar a 12.000* g durante 5 minutos a 4”C, 
retirar o sobrenadante. A amostra pode ser mantida 
a -80°C ate ser utilizada. 

Para Tecidos 

1 ) Ap os a col eta, o tecido deve ser colocado i media- 
tamente em tampao TBS 20 mM (pH 7,4) com 
PMSF 10 mM (8,5g dc NaCl, 2,42 g Iris; agua 
- quantidadc suficicnte para 1 litro; acresccntar o 
PMSF da solugao estoque a lQOmM preparada em 
etanol absolute m anti do a 4°C). 

2) Proccdcr a extragao dc protein a total utilizando o 
tampao de Use adequado para o tecido (cxcmplo: 
RTPA: NaCl 150 mM; acido deoxicolato de sodio a 
0,l%,Tris- TTCI a 50mM (pH 7,5); NP-40 a 1% e a 
agua - quantidadc suficicnte para 20 mL), 

3) Centrifugar a 12.000* g durante 5 minutos a 4 [> C J 
retirar o sobrenadante. A amostra pode ser mantida 
a -R0°C ate ser utilizada. 

Na tabela 22.1 observa-se um exemplo de solugao 

de extras ao de protein as. 

Not a: Para alguns tip os celulares e alguns tecidos, pode 

ser necessario soniear as amostras. 
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Figura 22.2 — Fluxograma represenrati vo das eCapas etiyolvidas na realizable do metodo de i rn unoprecipita^ae, 


s 


Tabela 22 «l - Solu^ao dc cxcracao de proteina para tecidos. 




Solutes 


Solu^ao tampao de extra^ao*, para 
i mu no precipta^ ao 


Prepare* 


100 mM de Tris, 10 mM de EDTA, 
100 mM de pirolosfato de sodio, 1% 
de Triton X-100. No mornento do uso, 
acre seen tar os inihidores de proteases 
(100 mM die flu ore to de sodio,, 2 mM 
de PMSF, 1 mM de aprotinina, 1 mM 
de leupeptina, 0,45 mM de benzami- 
dina) e inibidor de fosfatasc (10 mM de 
ortovanadato de sbdio- Na .VO ). 
Triton X-100 deve ser acres centa do 
apds bom c;i ge n eizaipuo 


Observances 

Esta soluqao deve ser mantida a 4 °C. 
Nesta etapa e indispensavel utilizer os ini- 
bidores de proteases (aprotinina, benza- 
midina, leupeptina, pepstatina e fluoreto 
de fcnilmetilsulfonila - PMSF, ou um co- 
quetel pronto), um quckmte de caldo pant 
inibir a a^ao de proteases dependence de 
calcic (FDTA) e um rampao para man ter 
o pH fisiologico (Tris). Dcssa forma, as 
interaeoes protemas-protemas sao preser- 
vadas, permitindo a caracteri zarapao das 
associates entne as protein as, apes a se¬ 
parable clctrofbretica, Esta etapa do pro- 
ced Linen to deve ser realizada eni gelo 


+ O tampac dc extra^ao podc variar dependendo do fipo dc amostra ntilizada. Procure sempre chccar a litcratura antes dc iniciar a tccnica. 


Obs.: 


1) A adifao de Triton x 100 pode dificultar a quantifkaqao proteica, eertifique-se para a sua amostra e realmente necessaries utiliza-lo. 
2} Todos os inibidores de proteases e fbsflitase devein ser adicionados nu momento de utilize bio. 
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Deterniina^iio da Concentra^ao de 
Proteina Total 

A proteina total soluvcl c quantificada por mcio da 
tecnica classic a descrita por Bradford (1976); (para deta- 
Ihes, ver Cap. 20 ), Apos a obten^ao da concentrateao de 
proteina s nos dife rentes tub os, estas devein ser aj us tad as 
paraum unico valor antes de seguir com o experimento* 
Este me to do pode ser facilmente montado no lab orato¬ 
rio ou adquirido sob a forma de kit comcrcial. 

Incuba^ao com o Anticorpo Primario 

Incubar 50-100 pg de proteina com 1-2 pL de anti- 
corpo durante a noite toda a 4°C. 

Xota: O anticorpo primario empregado sempre devera apre- 
sentar especificidade ao antlgeno investigado, podendo ser consti- 
tuido de imunoglobulinas purifieadas ou nao. 

Precipita^ao do Anticorpo com Proteina A 

1 . Acre see near a solu^ao proteina A Shcpharosc cm 
PBS (200 pL/mg de proteina)* 

2. Homogeneizar suavemente. 

3* Incubar durante 90-120 minutos a 4°C sob agita¬ 
to suave, 

Remo^ao do Complexo Antigeno-anticorpo 
a partir da Proteina A/G 

E Centrifugar a 5.000 rpm durante 5 minutos a 4”C. 

2 . Remover o sob re n ad ante. 

3. Ac re seen tar 1 ml da sol 119 ao de lavage m* 

4. Centrifugar 5,000 rpm durante 5 minutos a 4 n C. 

5. Repetir os passes 2 e 3 inais duas vezes. 

6 . Fazcr uma ultima lavagcm cm PBS, repetir 0 passo 3. 


Ohs* 1 : Mas etapas de lavage m, removem-se as p rot el- 
nas que nao fazem parte do imunocomplexo, Podc-se 
empregar uma solu^ao para mantcr a cstabilidadc das 
protcinas acrcscida dc dctcrgcntc cm uma concentrate 
me nor do que a empregada no processo de lise das celu- 
las e quel antes como o acido eti le no dia mi note tracdtico 
(EDTA). Contudo, se o imunoprecipitado resultante 
tiver muitas protein as, recomenda-se acrescentar el ore- 
to de sodio (NaCl) em concentra 9 oes elevadas (0,5 M), 
possibilitando separar as liga^oes ine specif! cas, formadas 
e litre os anticorpo s. 

Obs. 21 O XaCI e us ado em vez do KC1 devido ao fato 
dc que 0 clorcto dc potassio prccipita cm SDS> dificul- 
tando a resoluqao em geis de SDS. 

Na tabela 22.2 tem-se as infer map es sobre o prepare 
da Sokgao de Proteina A Shepharose em PBS utilizada 
na remo 9 ao do complexo antlgeno-anticorpo a partir da 
proteina A/G. 

Prepara^ao da Amostrapara Analise em 
Western Blotting 

1 . Dcsprczar o sobrenadante, deixando somente o sc- 
dimento. 

2. Acrescentar em to mo de 20 pL do tampao de 
Laemmli contendo DTT (100 mM). 

3. Fcrver as amostras por 3 a 5 minutos, 

4. Centrifugar rapidamente a temperatura ambiente, 

5. O sobrenadante, que contem a proteina de interesse, 
deve ser transferido para o gel SDS-PAGE a 12%. 

6 . O processo seguinte deve ser feito conforme descri- 
to no capitulo Identificajpao de Protelnas por Wes¬ 
tern Blotting. 


Tabe1a22,2- Prepare da SoUujao Proteina A Sepharose em PBS, 


S 0 IU 9 S 0 

Prepare 

Observa 9 §o 

Solu^ao de proteina A 
Sepharose em PBS. 

A protein -a A e obtida comercialmente, Deve ser pre- 
pa radii conforme as instrufoes, antes, de se inciar 0 
procedimento de tmunoprecipita^ao. Sempre agitar 
suavemente no momento do uso para evitar precipi- 
ta^ao da proteina. 

A proteina A ligada a Sepharose £ utilizada para pre- 
ciptar 0 imunocomple^o, eonstitufdo pc la liga^lo da 
proteina ao anticorpo primario. Gntro reagente que 
pode subfifirtiir a pro re in a A e a proteina G ou sul faro 
de amonio (satura^ao dc 40% ). A proteina A c isola- 
da de Staphylococcus aurem^ Ligando ines pec idea me li¬ 
re ao anticorpo No easo de anticorpos monoclonais 
recomenda-se 0 uso da proteina G, a qua] apresenta 
maior eticiencia de afinidade. 
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Exemplifica^ao de Resultado 

Foi realizada imunopredpita^ao com anticiclina E 
(Cdk2) e immimob lotting com anticorp-o para Cdk2. 


A presenqa da banda tndica o cornplexo entre as duas 
protdnas. Como controls, e possivel realizar um im- 
munoblotting para a cidina E, confirmando sua imu- 
noprecipitacao (Fig. 22.3). 


Ipp ciclina E 

TGFpl (h) “5“ 1 ~ 12 

Cdk2 

Figura 22.3 - Detecgao do cornplexo ciclina E-Cdk2 por meio de hnunoprecipitacao de ciclina E t? immunobhtti ng para Cdk2 era amos- 



X. (Cortesia dc Eunice Ribciro dc Andrade Sac Patricia Gama.) 
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Intro ducao 

Em 1975, opesquisador Southern realizou o primei- 
ro blotting, transforindo DNA confide cm gel dc agaro¬ 
se para uma membrana de nitrocelulose, Blotting e uma 
pal avia de origem inglesa que signihca manchar e essa 
tecnica loi cham ada dc Southern blotting. Subsequente- 
mente, for am desen vol vidas tecnicas de transferencia de 
RNA e proteinas contidos em gel para uma membrana 
que, por analogiade nomen datura, for am denominadas, 
respectivamente, de Northern blotting e Western blotting. 

O Western blotting (tambem con he ei do como im- 
munoblotting ) foi dcscnvolvido a partir dc mctodolo- 
gias em que anticorpos cram utilizados para deter¬ 
minate qualitativa dircta dc proteinas com id as nos 
gels dc poliacrilamida (Burridge, 1976; Showe ct al., 
1976), O trabalho de Bur ridge, em 1976, e o primeiro 
exemplo da combina^ao do uso de um gel dc poliacri¬ 
lamida e Sulfato de Sodio Dodecila (SDS). Esse tipo 
de tecnica de separate de proteinas teve sucesso de- 
vido a facilidade do manuseio, com localiza^ao direta 
do antigeno no gel, e tambem pela excelente re sol u- 

apresentada na avalia^ao das proteinas se pa rad as. 
Paste normente, o immunoblotting evoluiu para uma 
tecnica mats vcrsdtil, na qual os polipeptideos separa- 
dos sac transferidos para um suporte solido, como, por 
cxcmplo, membrana dc nitrocclulosc, folhas dc nail on 
ou de acetate de celulose, sendo a membrana de nitro- 
cclulosc o suporte soli do mats empregado (lowbin ct 
ah, 1979; Burnette, 1981), A tecnica dc Western blot¬ 
ting pi >s sibil it a identifiear proteinas em uma mistura 
complex a, na qual podem scr determinados as quan- 
tidades e os ta man bos de proteinas especfficas, Alem 
disso, pela mesma tecnica, pode-se avaliar modihea- 
90 cs covalentes de uma proteina, como, por exemplo, 
a ocorrencia de fosfortla^oes em determinados residu¬ 
es aminoacidos de sua molecula. 


As proteinas a scrcm id cut ifi cad as podem scr ex¬ 
tra idas tanto de ceLulas (cultura priniaria ou perma¬ 
nent e) quanto dc tccidos, utilizando-sc tampao dc cx- 
tra 9 ao e metodologias de homogeneiza 9 ao adequadas. 
Sao, entao, inscridas cm um gel dc poliacrilamida na¬ 
tive, no qual sao se par ad as eletroloreticamente quando 
submet idas a uma d ifcrc 09 a dc potencial (ddp) gerada 
por um campo eletrice — ja que constituem particuks 
eletricamente carregadas* As proteinas devem estar em 
uma solu 9 ao cujo pH seja diferente de seu ponto isoe- 
letrico - p ii no qual a protein a apresenta carga nula* 
Desse modo, ocorre separa^ao dos componentes (mis¬ 
tura proteica) por clctroforcsc. Essa migrate depende 
da relate de carga e ma$$a da protefna. 

No entanto, a scparacao clctroforctica mais utilizada 
ocorre em gel de poliacrilamida desnaturante, con ten - 
do o dctcrgcntc Sufato dc Sodio Dodecila (SDS) + Essa 
tecnica e conhecida como PAGE-SDS, no qual o SDS 
sc liga a radicals hidrofobkos das proteinas, causando 
sua desnatura 9 ao e conferindo-lhe carga negativa, mas¬ 
cara n do a carga intrmseca da molecula, O complcxo 
for made tern cargas negatives proporcionais ao corn- 
prime n to das proteinas, as quais, quando sub met id as a 
ddp, sao separadas de acordo com seus pesos molecu- 
larcs. Se a protefna, por exemplo, apresentar estrutura 
quaternaria, suas subunidades serao desnaturadas, dis¬ 
so cl ad as por SDS,. sendo assim possivcl analisar o peso 
molecular de cada uma dessas subunidades quando sub- 
metidas a clctroforcsc. 

Na maioria dos casos, a eletroforese de gel SDS- 
-poliacrilamida c rcalizada com um sistema tampao 
descontinuo, no qual, o tampao da cub a de eletrofbrese 
tem pH c for 9 a ionic a diforce tes do tampao utilizado no 
prepare do gel. A capacidade de separate das proteinas 
no gel de poliacrilamida depende das concentrates de 
acrilamida e bisacrilamida. Assim, o tamanho dos po¬ 
res form ados no gel e uma combi naqao da concentrate 
detes reagentes. Para mais detallies, ver o Capitulo 5. 
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Apos a separa^ao, as protein as sao transfer]das ele- 
t ro fe re ti camente do gel para um suporte soli do, como 
membrana de nitrocelulose, nailon ou PVDF (difluoneto 
de polivinilideno), nos quais ficam imobilizadas. A se- 
guir, a identifiea^ao i mu nologic a das Frances se par ad as e 
transferidas e feita por meuba^ao da membrana em solu- 

contendo os antieorpos monoclonais ou polielonais 
especificos para as frames. Esses antieorpos ligam-se 
especlfi camente aos epftopos antigenicos expo 5 to s pela 
protein a de in teresse ligada a membrana. Com o uso de 
marcadores de peso molecular conbecido, c possfvel esti- 
mar o peso molecular do polipeptideo estudado. 

A deteeqao do antigeno depende primariamente da 
disponibilidade de antieorpos especificos que irao se li- 
gar aos antigenos desnaturados e imobilizados na mem¬ 
brana, Esses antieorpos sao comumente adquiridos de 
empresas especializadas* Em cases esp eclats, podem 
ser obtidos em laboratoryo, por meio da imuniza^ao de 
cobaias adequadas para cstc fim, com posterior purifi- 
ca^ao do anticorpo scrico, Os antieorpos utilizados po¬ 
dem ser radiomarcados, ligados a enzima ou, marc ados 
por fluoresce no ia. 


A detectao pode ser feita por meio do sinal obtido 
pelo proprio anticorpo marcado - m etc do direto - ou 
por meio de um segundo anticorpo marcado, chamado 
de me to do in dire to, que apresenta maior sensibilidade* 
sen do assim, mais comumente empregado. 

Os antieorpos empregados na deteegao indireta sao 
marc ados por meio da adfeao de um isotopo radtativo 
(comumente 125 1), ou por meio do acoplamento de uma 
enzima, tal como horseradish peroxidase (HRP), fosfata- 
se ale all na ou a-galactosidase, cuja detect ao ocorre pela 
formagao dc uma rca^ao color id a (sistema cromogcno) 
ou pela emissao de luz (si stern as quimioluminescentes). 
Ultimamente, o metodo da quimiolummescencia tem 
si do muito utibzado por ser mais sensivel que os me to- 
dos que utiiizam cromogenos ou radioisotopes. A chLi¬ 
ve deste metodo e a utiliza^ao do anticorpo secundario 
conjugado a peroxidase (HRP) que, 11 a presen^a de pe- 
roxido de hidrogenio, catalisa a oxidaqao do luminol, 
resultsndo na emissao de luz que pode ser detectada 
com a exposiqao a um filme de raio-X (Fig. 23.1). 

A figura 23.2 apresenta um fluxograma representati- 
vo dc to do o proccsso, desde a homogenciza^ao da amos- 
tra ate o pro cedi mentis de revela^ao do resultado final. 


A 



Figura 23.1 - Representa^ao esquematica do sistema de imunodetee^ao indireta. (A) Separable eletrofbretica das proteinas; (B) perfil 
das proteinas apos txansierencia para membrana; (C) protema de. interesse; (D) anticorpo primario ligado especificamente a protema 
de intcressc; (E) anticorpo sccundario, o qustl tem espeeifieidade contra anticorpo primario utilizado no rcconhccimento da proteina 
(imunoglobulina especifica antic specie); (F) mol tie id a de peroxidase conjugada ao anticorpo secundario utilizada no sistema de revela<;ao 
enzimatico. 
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Western blotting e, portanto, extremamente util 
para identificar e quantificar proteinas especihcas a 
partir de uma mistura complexa. Como a separate 
destas protein as e quase sempre realizada em eondi- 
90 es desnatur antes, qualquer problem a de solubiliza- 
^ao, agrega^ao e copredpita^ao da pro tern a de in ter es¬ 
se com outras p rote mas e ehminado* 

Materials Necessarios 
Equipamcntos e Acessorios 

- Ag i tado r de b an cada (t i po orb i tal o u gango rra). 

- Agitador magnetico. 

- Centrffuga refrigerada. 

- Chassis radiograficos para expo si 93.0 de dime de 
raio X. 

- Cub a de el etrofo res e ver ti c al. 

- Cuba de transferenda por imersao ou semi-dry. 

- Espag ado re s de 1,5 mm* 


- Espectrofoto metro* 

- Esponjas. 

- Filme de raio X. 

- Foote de eletroforese. 

- Homogeneizador de teddos tipo Polytron ou soni- 
cador (para celulas). 

- Luvas de procedimentos descartaveis* 

- Mem bran a dc nitrocclulose ou PVDE 

- pHmetro* 

- Pap cl dc filtro (Whatman 3 MM) ou cquivalcntc. 

- Pentes para mold age in de p 09 .es no gel. 

- Plaeas de vidro. 

- Pipetas automatical (0,5 -10 mL, 2 - 20 mL, 10 
-100 mL,100- 1000 mL)* 

- Ponteiras para pipetas automatical. 

Redpiente para bloqueio da membrana e sneuba^ao 
com o anticorpo. 



Figura 23*2 — Fluxograma representative das etapas a serein desenvolvidas durante a execu^ao da tecnica de Western blotting. As celulas 
ou os tecidos devem ser lisados e a solufao de proteinas deve ser quantificada e aplkada em quantidades iguais para cada amostra no gel de 
poliacrilamida. Submete-se o si stem a a um campo eletrico, promovendo a separa^ao eletroforerica das proteinas que migrant em diregao 
ao polo positive) (anode). Em sequeneia, as proteinas separadas sao transfer id as para a membrana, incubadas com anticorpos espccificos 
para a identifica^ao do per£l proteico porsistema quimioluminescente color imetrico ou por radioisotop os. 
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Refrigerador* 

Tub os com capaddade de 1,5 e 0,5 mL 


Tris-hidroxiamino metano (Tris-base) 
Tween 20, 


Reagentes 


- Acido acetico — PA. 

- Acido clortdrico — PA* 

A 

- Acido ctilcnod iami note trace tico (EDTA). 

- Acido ^-cumarico* 

- Alcool isobutflico* 

- Alcool metilico. 

- Antieorpo primario especidco para proteina de iute¬ 
res sc. 

- Antieorpo secundario conjugado com peroxidase 

(HRP). 

- Azida so die a, 

- Cloreto de sodio* 

- Cor ante azul dc bromofenoL 

- Dimetilsylfoxido (DMSO). 

- Ditiotreitol (DTT). 

- Sulfa to de sodico de duodedla (SDS). 

- Fluor etc de sodio* 

- Glicina. 

- Hidrdxido de sodio. 

- Leite em po desnatado e/ou albumina serica Bovi¬ 
na (BSA). 

- Luminol. 

- Qrtovanadato de sodio. 

- Padrio de peso molecular de proteina pre-corado. 

- Perdxido de hidrog&nio* 

- Persulfate de amonio (APS), 

- Pirofbsfato de sodio tetraidratado. 

- NjNjN^N’-tetrametiletilenodiamina (TEMED), 

- Rcagcntc dc Biurcto ou Rcagcntc dc Bradford. 

- Rcagcntc Ponceau. 

- Solufao rc vela dor a para filmc dc raio X* 

- Solu^ao fixadora para dime de raio X. 


Procedimentos para Realizacao do 
Western Blotting 

Resumidamente, o Western blotting pode scr dividi¬ 
do em 5 passes: 

L Prepara^ao da amostra* 

2. Scpara^ao dos poll pep tideos da amostra por eletro- 
forese em gel. 

3. Transference dos polipeprideos separados do gel 
para a membrana. 

4. Verifica^ao da e.f clencia da transterencia (opcional) 
e bloqueio da membrana. 

5. Detec^ao do antigeno. 

Prepara^ao da Amostra 

Para a extra^ao das proteina s ce lu lares sol live is, 
as amostras devem scr homogcncizadas cm tampao 
dc extrato total (l abela 23 d), A estc tampao deve scr 
acre see ntado o inibidor de fosfatases (ortovanadato de 
sodio), imediatarnente antes do irncio do experimento. 
Para uma amostra dc 100 mg dc tecido, pode-se colo- 
car aproximadamente 1 mL dc tampao dc extra^ao c a 
homogene izagao deve ser feita em um homogeneizador 
de tecido s tipo Poly iron, fa para extrapao de protein as de 
celulas cm cultura, deve-sc remove-las do recipiente de 
coltura para tubos dc microcentrifuga e submete-las a 
centrifugapao (10 min, 150 g y 4°C) para a retirada do 
sobrenadante. Apos isto, deve ser acrescentado 1 mL de 
solu^ao isoton ica (PBS, por exemplo) e sub me ter as ce¬ 
lulas novamente a centrifuga^ao (10 min, 150 g t 4°C) 
para a retirada do sobrenadante. Deve-se, entao, acrcs- 
centar uma quantidade de tampao de extra^ao que seja 
equivalente a aproximadamente o dobro do volume de 
prccipitado cclular form ado. A h o rnogc nciza £ ao das ce¬ 
lulas deve scr realizada cm sonicador. 

Alem das amostras de lisados eelulares ou teciduais, 
outras amostras cornumente utilizadas ineluem amos- 
tras parcial ou totalmente purificadas ou amostras imu- 
noprccipitadas. Para mais dc tallies sobre imunoprccipi- 
ta$ao, consultar o capitulo 22. 

Extrafdo das Prat etnas 

1. A amostra deve ser dilufda cm tampao de extrato 
total previa mente aquedda em ban ho-maria a apro¬ 
ximadamente a 100°C e imediatarnente homoge- 
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neizada. Apos a homogeneizapao, a amostra, tan to 
extraida de tee i dos como de cultura de celulas, deve 
ser mantida em agua fervente por aproximadamente 
10 minutos para desnaturapao proteica. 

2. A amostra deve ser transferida para um tubo de 
microcentrifuga (1,5 mL) e submetida a centrifu- 
gapao durante 40 minutos a 15.000 g 7 a 4°C. Re- 
tir a-se o sobrenadante desprezando o predpitado 
(constituido de restos celulares). 

3. Deve-se determinar a concentragao de proteinas to¬ 
tals do sobrenadante dc cad a amostra para fins dc 
nomializapao do contciido protcico na aplicapao do 
gel. Estc p raced imen to deve scr adotado quando o 
objetivo do Western blotting e a comparapao da cx- 
pressao ou quantidade de fosforilapao de determi- 
nada protein a entre as amostras, A determinapao 
das proteinas totais pode ser realizada pelo metodo 
de biureto ou Bradford. Para mais detalhes sobre a 
quantificapao das proteinas, ver capitulos 19 e 20. 

4. Apos a determinapao da eoneentrapao proteica, o 
sobrenadante deve ser misturado com o tampao de 
amostra ou de Laemmli, na proporpao de 1:5 (v/v). 
Por exemplo, deve-se acres cental 50 mL de tampao 
de Laemmli em 200 mL de sobrenadante, 

Separapao dos Polipeptideos da Amostra por 
Eletroforese em Gel 

L Primei ram ente, deve-se m on tar adequadamente os 
vidros com os espapadores para a confecpao do gel, 
de acordo com as instrupdes do fabric ante do equi- 
pamen to empregado. De modo geral, a estrutura do 
si stem a ja montado pode ser observada na figura 
23,3, Havcra um espapo entre os vidros fonnados 
com o auxilio dos espapadores, que poderao vir se- 
paradamentc ou inscridos na superficic lateral dos 
vidros. Esse espapo geralmente e de 0,75 a 1,5 mm, 
refletindo a espessura do geb 

Para verificar a existeneia de possiveis vazamentos, 

pode ser teito um teste colocando-se agua ultrapur a no 

espapo entre os vidros apos a montagem do sistema. 

2. Prc par ar, sc mpre u tilizando luva s, o gel dc sc par ap ao 
com concentrapoes de acrilamida e bisacrilamida 
idcais para a separapao elctrofor erica a dequad a do 
polipeptideo de interesse (ver Tab el as 5,4 e 5.5, Ca~ 
pitulo 5, com as receitas para os geis de separapao). 
A adipao do TEMED e do APS (Tabeia 23.2) deve 
ser feita por ultimo. O TEMED induz a formapao 
do radical livre do APS. Esse, por sua vez, catalisa a 


formapao de radicals livres na acrilamida e bisacrila- 
inida iniciando a polimerapao do gel. Colo car o gel 
ainda (nao polimerizado) no espapo formado pelos 
dois vidros, deixando espapo suficicntc para o gel dc 
empilhamento e encaixe dos perites (procedimento 
que sera realizado posteriormelite). 

3. Aguardar a polimerizapao (ccrca de 10 min). O 
contato do oxigenio do ar com a solupao dificulta 
a polimerizapao do gel, sen do que, dess a maneira, 
a eoneentrapao de APS recomendada e superior a 
necessaria* 

4. Separadamente, preparar um outro gel, cl ram ado 
de gel de empilhamento, 5% (ver Tabeia 5.6, Ca- 
prtulo 5). Colocar sobre o gel anterior, que ja esta 
polimerizado. Encaixar o pente com cuidado para 
nao formar bolhas de ar em torno de sua superfi- 
cic c aguardar a polimerizapao (cerca de 10 min). 
Depois da polimerizapao, retirar os pentes do gel 
de empilhamento e lavar (com agua ul trap lira ou 
tampao para eletroforese) os popos fonnados, cui¬ 
dado samente ? com o auxilio de uma seringa, para a 
retirada de acrilamida e bisacrilamida nao polime- 
rizada. Colocar os vidros contendo os geis na Cuba 
de eletroforese e acre seen tar o tampao para eletro¬ 
forese cm gel dc poll acrilamida (Tabeia 23.2) com 
volume sufieiente para envoi ver os vidros coiiten- 
do os geis, conformc instrupoes do fabricantc do 
equipamento. 

5. line d i at ame n te ante s d e aplicar as a mos tr as, aquece- 
- las por 5 minutos a lOQ^C, para a desnaturapao das 
proteinas. 

6. Aplicar dc 60-150 pg dc amostra nos popos for- 
mados no gel de empilhamento. A quantidade de 
protema a ser aplicada d ever a ser adequada con- 
torme a expressao celular da protema de interesse, 
se esta in formapao for conhecida. Por exemplo, se a 
quantidade relativa da protema na eelula c peq lic¬ 
it a, a quantidade de protema aplicada devera ser 
maior, ao redor de 100 [ig. Sempre aplicar no gel as 
a mos tr as com seus controies e o marcador-padrao 
pre-corado de peso molecular, Se necessario, pode 
scr aplicado no gel tambem um controlc negati¬ 
ve, ou seja, uma amostra proteica que sabidamente 
nao contcnha a protema dc intcrcssc ou, entao, um 
controlc positivo (amostra contendo a protein a dc 
interesse), 

7. Submeter o sistema a uma ddp de no maxi mo 30 V, ate 
que as amostras penetrem o gel de separapao. Mudar a 
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Tabela 23,1 - Prepare das sohi^oes gerai 


Solu^oes 

Preparo Obsem^Qes/Utiliza^oes 

Tampao de extrato total 

Preparar soluiplo: '1% (g/mL) de SOS, '100 mM de 

Tris-HCI (pH 7,5), 10 mM EDTA, 100 mM de 
pirofosfato de sodio tetra-hidratado, 100 mM dc 

fhioreto de sodio, 10 mM de ortovsmadam de sodio Armazenar a Temperatura ambieme. I’repcia o 

T 1 , , rompimento das membranascelularcs, possibilitan- 

Para o prepare de 50 mL do tampao de extrato total, do a so l ubi li Z a ¥ ao das protetnas celulates. Preparar 

eve-se a icionar. 0 tampao utilizando luvas, ja que o fluoreto e o piro- 

- .5 mb de 1 ris-HCl a 1 M (pi l 7,5), fosfato de sodio silo rbxicos 

- 2,5 ml, de EDTA j 0,2 M (pH 7,0) Q inibidor de fosfarase (ortovanadaro de sodio) 

~ ■' " l ' 4 L bait/ (g/tn 0 deve ser adidonado imediatamente antes do inicio 

— 0,21 g de nuareto de sodio j 

1 " . , do expenmento 

- 0,225 g de pirotosrato de sodio 

— 0,094.5 g de ortovanadafo de sodio 

— completar o volume com iigua ukrapura para 50 mL 

Na,H?0 4 12H,0 
a 0,5 M (pH 7,0)' 

Dissolver 8,95 g de Na^HPO,. 12H ,C) era 40 mL 

de agua ultrapura, Ajustar o pH para 7,0 e comple- Armazenar de 4 a 20 Q C 

tar o volume para 50 mL corn agua ultrapur a 

Tampao de amostra 
concentrado 5x (tampao 
deliaem m 1 i m od i fi cado) 

Preparar solufao: 0,1% (g/mL) de azul dc bromo- 
fenol, 0,05 M de fosfato de sodio dibasico (Na.ll- 
P0 4 ’ 121 TO), 50% (mL/mL) de glkerol, 10% {g/ 
mL) de SITS, 200 mM de DTT 

Para o preparo de 40 mL do tampao de Laemmli, 
deve-se adidon an 

- 0,008 g de azul de bromofenol Armazenar a temperatura ambicnte. Propida o 

-4 mL dc soll^ao estoque, 0,5 M dc fosfato dc s 6- aumento da densidade da amostra e evidenda a 

dio dibasico (Na.HPO^. 1211,0), separa^ao eletroforetica 

- 20 mL de glicerol 

- 4 g de SDS 

- completar o volume com agua ultrapuni para 40 mL 

No momento de sua utilizapo, deve ser aquecido 

(1Q0 U C), tornando-se liquido, para possibilitar a s 

dissolu^ao do DTT Para cad a ImL de Tampao de 
amostra deve-se acrccentar 0,15 g de DTT 

Tris HC1 a 1 M 
(pH 7,5 on pH 6,8) 

Dissolver 121 g de tris-base em aproximadamente 

S00 mL de agua ultrapura. Ajustar o pll desejado Armazenar dc 4 a 20°C 

com HCI (10 N) e ajustar o volume para 1 L 

EDTA a 0,2 M (pH 7 T 0) 

Dissolver 18,6 g dc EDTA cm 200 mL dc agua 

ultrapura, Arustar o pH para 7,0 com NaOH 4 } A 

JL J , r , t r r, . Armazenar dc 4 a 20°L 

(10 IN) e completar o volume para 250 mL com 

agua ultrapura 

SDS a 10% 

Para o preparo de 100 mL de solucao de Sl)S a , , . . ~ 

f j ‘ n j- i j j-h i cixM im i . Armazenar a temperatura ambicnte. Desnatura c 

10% fg/mL): dissolver 10 £ de SDS em 100 mL de r r , , TT ... 

D i o P. , con re re carga nesativa as protein as, Utihzarmas- 

agua uitmpura. be necessano, promover ieve. aque- - . „ 

r j. , . J cara para manipulacao do bDb cm po 

ci men to para auxihar na dissoluf ao 1 r T r 

HCi a 10 N 

Para o preparo dc 100 mL de soluqao, misturar na Armazenar a temperatura ambiente. Utilizar mas- 
seguinte ordem: 13,8 mL de agua ultrapura e 86,2 cara para manipula^ao do acido e preparar a solu- 

mL dc HCI concentrado fao cm capda 

NaOH a 10 N 

Para o preparo de 100 mL de solufio, dissolver 
vagarosamente, com extreme cuidado, 40 g de 

NaOH em 100 mL de agua ultrapura em bequer Armazenar a temperatura ambicnte. Utilizar mas- 

de plastko, na capela. O preparo desta solucao en- cara para manipulacao e preparar a solucao em ca- 

volvc uniii rcaciio alt amente exotcrmica, que podc pel a. Rea^ao exoterm ica 

causar a quebra de recipientes de vidro. Como uma 

precau^iio adlclonal, pode-se colocar o bequer em 

banho dc gdo 
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voltage in para 150 V, acelerando a separate etetrofo- 
retica dos componetes da mistura. A eletroforese pode 
ser interrompida quando a linha azul, prove niente do 
marcador de fronte (azul de bromofenol), presente no 
tampao de amostra (Tabda 23 + l), ultrapass ar o limite 
inferior dos vidros que sustentam o gel. Pode-se re- 
tardar o tempo de eletroforese estabelecendo-se uma 
voltagcm de 15 V, por exemplo, por aproxi mad am co¬ 
te 12 boras. As espedftcafdes da cuba eletroforetica 
forneddas pelo fabric ante devem ser consultadas para 
mats informagoes a rcspcito dc quais sao as voltagcm 
ideals a scrcm aplicadas durante a eletroforese, 


Transferencia das Proteinas do Gel para a 
Membrana 

1 * Rctirar um dos vidros que cnvolvem o gel, rccortar c 
desprezar o gel de empilhamento. Colocar o gel de 
separa^ao cm tampao dc transferencia (Tabcla 23,3), 
retirando o outro vidro. O tampao de transferencia 
contcm mctanol,quc c toxico sc in ala do ou cm con- 
tato com a pclc, por tan to, a transferencia deve scr 
realizada utilizando-se luvas e mascara, 

2 + Rccortar a membrana dc nitrocclulose ou 
PVDF no tamanho do gel, fazendo uma marca^ao para 



Figura 23-3 - Montar o si sterna de aeon di cion amen to do gel constituldo por placais de vidro, as quais sao separadas por espaf adores. 
Preparar a mistura do gel de separat;ao (ver Tabela 5.5, Capitulo 5) e verier para o interior do sistema. Apos a polimexiza^ao do gel de 
separafao, acrescentar a mistura do gel de empilhamento (verTabela 5.6, Capitulo 5), encaixar o pente e aguardar a polimerizafao. 


Tabela23.2 —Prepare das solufoes utilizadas no preparo do gel de poliacrilamida e na eletroforese do gel. 


Solu foes 

Preparo 

Obser vaf a c s /U ti 1 i zaf 6c s 

Persulfato de amo- 
nio (APS) a 10% 

Para o preparo de 1 mL do solvit ao dc APS a 
10% (g/mL) dissolver 0,1 g de APS em 1 mL de 
agua ultrapura 

Auxilia na polimcrizacao do gel dc poliacrilamida. 

A solu^ao deve scr armazenada a 4"C c utilized a 
no prazo maximo de uma semana 

TEMED 

Com ere lab IS! ao requer pre-rratamento 

A cel era apolimerizafao do gel. E estavel a 4°C em 
frasco ambar 


Preparar 2 L de solufao esroque: 200 mM de Tris- 
-base, 1,5 M de glicina, 7 mM de EDTA, 0,4% 


Tampao para eletroforese 
em gel de poliacrilamida 
*(PAGF-m5) 

(g/mL) de SDS. Para isso, deve-se adicionar: 

- 48,45 g de tris-base 

- 228 g de glicina 

-5,35 g de EOT A 

- 8 g dc SDS 

- eompletar com agua ultrapura para 2 litros 

Para uso, a solu^ao deve ser diluida com agua 
ultrapura 1:4 volume/volume (v/v) 


* PAGE-SDS: Eletrotbrese em gel de Polaculamida com Sulfa to de Sodio Dodecila. 
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mdicar a posi^ao cm que as amosfras foram aplicadas. 
Quando for utilizada a membmna de PVDF, esta deve 
ser previamente imersa por 10 segundos em agua ultra¬ 
pur a. Ess a me mb ran a tern caracteristicas hidrofobicas e 
este procedi men to e necessario para torna-la apta para o 
proccsso dc transference Os tipos dc ligacbcs das pro- 
teinas as membranas nao sao conhecidos, entretanro, a 
transferencia podc scr prejudice da por gorduras c ourras 
proteinas. Portanto, a membrana deve ser manuseada 
com luvas. Colocar a membrana, as esponjas c os papeis 
de filtro no tampao de transferencia. 

3. Montar am “sandniche 7 ’ em uma bandeja contendo 
o tampao de transferencia na seguinte sequencia (a 
partir do polo negativo): esponja, 3 folhas de pap el 
de filtro, gel, membrana, 3 folhas de papel de filtro, 
esponja (esta ultima em contato com o polo positivo) 
(Fig. 23.4A). Retirar bolhas de ar elitre todas as ea¬ 
rn adas com uma c spatula, com bastantc cuidado para 
nao danificar a membrana ou o gel. 


4} A transferencia pode ser teita pela imersao completa 
do sanduiche em tampao, em um reservatorio com 
eletrodos de platina (transferencia de imersao — Fig. 
23.4R) ou colocando o “sanduiche” molhado com 
tampao entre duas placas de eletrodos {semi-dry), 

Para a transferencia de imersao, deve-se completar o 
reservatorio com tampao de transferencia e inserir o “san- 
dufehe” na orienta^ao correta (as proteinas migram para 
o polo positive, portanto, a membrana deve cstar mais 
proxima ao lado positivo e o gel ao lado negativo}* O 
“sanduiche” c colocado dentro do reservatorio cm su- 
portes que o in an tern fixo c que sao fornecidos com o 
equip a men to, Gcralmcntc, a cclula dc transferencia pos- 
sui um reservatorio para gelo para evitar o aquccimcnto 
excessive gerado durante a transferencia. Submctcr o 
sistema a uma diferenga de potcncial dc 120 V, por cerca 
de uma hora, repondo o gelo no reservatorio a cada 20 
ou 30 minutos. 
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Anodo (positivo, +, vermelho) 

Papel de filtro e esponja 

Membrana 

Gel 

Papel de filtro e esponja 
Catodo (negative, preto) 


B 
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r \ / 
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Suportc -v 
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Figura23,4- EsquenM representative- da montagem do “sanduiche 1 ' para a transferencia eletrofonetica de proteinas (A) e do posicionamento 
do gel dentro da cuba, em rela^ao a membrana e aos eletrodos, para a transferencia de imersao (B). Adaptado de: I Iarlow, E.; Lane., D. Immu- 
nobloting, IN: Using Antibodies, A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press. Plainviuw, New York: 1999, p. 267-309. 






































Idenli/kafao de Pro iein as par Wes tern Bio tti ng 257 


Para a transferencia em semi-dry y deve-se deixar o 
“sandufcbe” imerso em tampan de transferencia por apro- 
xi mad amen te 10 minutos, antes da transferencia propria- 
mente dita, para que ocorra a dtlui^ao do tampan de cor¬ 
rida presente no gel. Apos este tempo, o lt sandiriche tf deve 
ser colocado cntre as placas de eletrodo. Deve-se observer 
a orient a^ao correta da membrana em rela^ao ao gel, 1cm- 
brando que as protefnas migram para o polo positive, no 
qual deve estar posicionada a membrana (big. 23.4). 

Verificar no manual de instrucoes o tipo de tampao, a 
voltagem e o tempo de transferencia recomend ados para 
o equipamento que esta sendo utilize do. 


Apos o term ino da transferencia, a membrana deve 
ser acondicionada em um recipiente de plastieo para 
to das as incubafoes necessarias. O recipiente deve ter 
dimensoes discretamente superiores as da membrana, 
possibilitando que o volume das solu^oes que serao 
utilizadas nos passos scguintcs scja suficicntc para co- 
brir to da a supcrficie da membrana. Os volumes que 
serao sugeridos adiante sao suficientes para cobrir uma 
membrana de 9x6 cm, em um recipiente de 10x7 cm. 
As "meubafoes deverao ser feitas no agitador de ban- 
cada, matitendo-se a agitato constante ate o final do 
processo. 


Tabela 23.3 - Prepare das solu^des empregadas na transferencia e bloquelo da membrana. 


Solufoes 

Preparo 

O h ser v;i£ 6es/U tili z acoe s 

Tampao dc transferencia 
de imersSo 

Preparar a solufao contendo 192 inM de glicina, 25 
mMde tris-base, 0,02%(g/mlj de SDS e20% (ml J 
mL) dc met anal, para transferencia de imersao. Para 
o preparo de 2 L de solu^ao, deve-se adicionan 

- 28,82 g de glicina 

- 6,05 g dc tris-base 

- 0,4 g de SDS 

- 400 mL de metanol 

- complctar com agua ultrapura para 2 litros 

Utilizada para a transferencia das proteinas separa- 
das no SDS-PAGE, para a membrana. Manusear 
coin luvas e na capela, pois o metanol e toxico 

Tampao de 
transferencia para 
semi-dry 

Preparar solu^ao contendo 39 mM de glicina, 48 
mM de tris-base, 0,04% (g/mL) de SDS e 20% (mL/ 
mL) dc metanol, para transferencia em semi-dry. 

Para o preparo de 1 L de solu^ao, deve-se adicionar: 

- 2,9 g de glicina 

- 5,8 g de tris-base 

- 0,37 g de SDS 

- 200 mL de metanol 

- complctar com agua ultrapura para 1 litro 

Utilizada para a transferencia das proteinas sepa- 
radas no SDS-PAGE, para a membrana. Manusear 
com luvas e na capela, pois o metanol e toxico 

Solufao de Ponceau 

Para o preparo de 100 mL de solu^ao, dissolver 1g 
do reagente Ponceau em 1 mL de acido acetico gla¬ 
cial Completar o volume com agua para 100 mL 

Avaliar a eiiciencia da transferencia das proteinas 

NaCl 5 M 

Para o preparo do 500 mL de solu^ao, dissolver 
141,6 g de NaCl cm 500 mL de agua ultrapura 

Armazenar a temperature ambiente 

Solu^ao basal 

Preparar solu^ao: cloreto de sddio 150 mM, Tris- 
HC110 mM, Tween 20 a 0,02% (mL/mL), Para o 

preparo dc 1 L de solu^ao. deve-se adicionar: 

- 10 rnL do Tris-HCl a 1 M (pH 7,5) 

- 30 mL do NaCl a 5 M 

- 500 jil de Tween 20 

- completar o volume para 1 litre com agua ul¬ 
trapura 

Solu^ao utilizada para o manuseio da membrana 
apos a transferencia das proteinas. Estocar a solti- 
£ao a 4 U C se armazenada porlongos periodos 

Solu^ao bio queiidora 

Esta solu^ao eontem: 5% (g/iriL) de Lite em pb des- 
n at ado e 0,02% (g/mL) de azida sbdiea. Esta solu^ao 
deve ser preparada utiHzando-se a solu^ao basal 

Utilizada para incub a r a membrana apos a transfe¬ 
rencia das protefnas 
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Verifica^ao da Eficicncia da Transferencia 
(Opcional) 

1. Pode ser realizada a vcrificapao da eficientia da 
transferencia coran do a membrana com 10 mL da 
solupao de Ponceau (Tabela 23.3) por aproximada- 
mente 2 minutos. O coranre de Ponceau evidenda- 
xa as protcmas que foram transfcridas, rcvclando o 
pcrfil clctrofdrctico das protcmas separadas. Rctirar 
a solupao de corante de Ponceau (essa solupao pode 
ser reutilizada) e acrescentar 20 mL de solupao basal 
(Tabela 23.3) ate que se observe a retirada do excesso 
dc Ponceau, ou seja, a dcs color apao da membrana. A 
veridcapao da cddcncia da transferencia por mdo da 
Colorado de Ponceau e nm pas so opcional. 

2. Para o bloqueio, a membrana deve ser incubada 
com 10 mL da solupao bloqueadora (Tabela 23.3) 
sob agitapao constante no agitador dc bancada por 
cere a dc 2 horas a temperatur a ambiente, ou entao 
por um periodo de 12 boras a temper a turn de 4 a 
8°C. As solupoes de leite em po desnatado ou a de 
albumina serica bovina sao compativeis com quase 
todos os si stem as de dctccpao dos anti gen os. A ca- 
scina do leite ou a albumina ligam-se as protcmas 
que estao inseridas na membrana, bloqueando as 
ligap.de s inespecificas. O anticorpo apresenta maior 
afinidade pel a protein a e specific a, o que faz com 
que o anticorpo se ligue as protein as inseridas na 
membrana, desl igando a casein a ou a albumina. A 
cascina ou a albumina penmanecem ligadas em re¬ 
gimes que nao content a protein a de interessc, cque 
faz com que a revelapao nao ap resente marcapoes de 
bandas interfere ntes, resultantes de ligapdes inespe- 
c ideas do anticorpo primario. 

Quando o anticorpo primario for produzido cm 
cabra, leite desnatado ou a albumina pod cm ser subs- 
tituidos por gelatin a 1,5%. Esse procedimento diminui 
marcaqao inespecificas comumente formadas com a uti- 
lizapao desse tipo de anticorpo. 

Deteepao do Antigeno 

L A solupao bloqueadora devera ser descartada e a 
membrana deve ser lavada (agitapao constante por 
10 minutes) com solupao basal para retirar o excesso 
da solupao bloqueadora. O procedimento de lavagem 
deve ser repetido tres vezes. 

2. O passo seguinte e a incubapao com o anticorpo 
primario. O anticorpo primario deve ser diluido na 
proporpao recomend ad a pelo fabricante em solupao 
basal acresdda de leite em pd desnatado, albumina 


ou gelatin a 1,5%, caso o anticorpo primario seja pro- 
duzido em cabra, e azida sddica a 0,02% (g/mL) em 
um volume final de 10 mL. A azida sddica (con ser- 
vante) e altamente toxica por inalapao ou em contato 
com a pclc e, portanto, deve scr man use ad a cuidado- 
samente e com luvas. A solucao de anticorpo deve 
ser acrescentada a membrana, que sera incubada por 
4 horas a temper atur a ambiente ou de 4 a 8°C por 
aproximadamente 12 horas. Neste caso, o recipiente 
deve ser coberto para que a solupao nao evapore. 

3. Apds a Incubapao com o anticorpo primario, a 
me mb rati a devera scr lavada com solupao basal por 
10 minutes - procedimento repetido tres vezes. 

4. O anticorpo secundario conjugado a peroxidase, 
adequado ao anticorpo primario, devera scr dilui¬ 
do na c once ntr apao rccomcndada pclo fabricante 
(geralmente 1:10.000), em 10 mL de solupao basal 
acrescida de 1% (g/mL) de leite em po desnatado. A 
membrana devera scr incubada com csta solupao por 
1 a 2 horas a temperatura ambiente. 

5. Preparar a solupao de revel apao pela mistura de vo¬ 
lumes iguais das solupoes dc rcvclapocs Jell (la¬ 
bel a 23,4) ou pela mistura dc volumes iguais das 
solupoes 1 e 2 fornecidas no kit ECL (Amershan 
Pharmacia Biothec, Uppsala, Suecia). Essas solu¬ 
poes devem ser preparadas e misturadas no me¬ 
mento de sua utilizapao. 

6. Lavar a membrana por tres vezes com solupao ba¬ 
sal, co mo anteriormente. Com uma pi pet a, gotejar 
a mistura do reagente sob re a membrana na regiao 
de migrapao da pro tern a e incubar a temperatura 
ambiente por 1 minute, mantendo a membrana sob 
agitapao constante para contato total de sua super fi¬ 
de com a solupao de revel apao, 

7. Envoiver a membrana com plastico transparente e 
retirar o excesso de solupao, secando rap i da men - 
te com papel absorvente. Fixar com fita adesiva o 
plastico con ten do a membrana em chassi radio¬ 
grad co apropriado para a revel apao de dimes de 
raios X. 

8. Em sala apropriada para revelapao de filines de raios 
X, sobrepor o plastico com a membrana com o fil me 
e expor por segundos a minutos. Imergir o dime em 
solupao revel ad ora e manter por aproxiniadamente 1 
minuto. Lavar com agua e imergir o dime por mais 
1 minuto na solupao fixadora. Lavar bem o dl me ja 
revel ado em agua corrente. 

9. Para identificapao do resultado obtido, o dime de 
raio Xja revelado e seco deve ser sobreposto as mem- 
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Tafcela 23,4 — Prepare das solu^oes utilizadas no processes de revela^ao. 


Solu^oes 

Prepara 

Ob scr va^ 6c s/Utillz a0e s 

Luminol 

Preparar solu^ao 250 mM: para, o prepare de 10 mL 
de solu^ao, pesar 0,44 g em 10 mL de DM SO 

Aliquotar e cstocar em freezer (-20°C), em rccipien- 
tes ambar 

Acklo ^-cum&rico 

Preparar solu^So 90 mM: para o prcparo de 

10 mL de solu^ao, pesar 0,15 g cm 10 mL de 

DM SO 

Aliquotar e estocar em freezer (-20 'C), em reci- 
pientes ambar 

Solute de revela^ao 1 

Para o prepare de 10 mL de solucao: 100 liL de lu¬ 
minol (2,5 mM final), 44 pL de acido jf>-cumarico 
(400 ]aM final), 1 mL Tris-HCl 1M (pH 8,5; 100 
pM filial) e completar para 10 mL com agua ul- 
trapura 

Preparar somente no memento de sua utilizafao 

Soluqao de revelaqao 11 

Para o prep arts de 10 mL de solucao: 6,1 pL de 
ll.O. (30%) (5 t 4 mM final), 1 mL Tris-HCl 1M 
(pH 8 t 5; 100 p.M final) c compktar com agua ul- 
trapura para 10 mL 

Preparar somente no memento de sua utiUzafao 

Tabela 23,5- Prcparo 

das solu0cs utilizadas no processo dc reutiliza^ao das membranas. 

Solu^oes 

Preparo 

Ob s ervaf oe s/ Ut il iz a£t>e s 

Soliif ao de stripping 
(pH 2*8) 

Preparar solucao: glieina 0,2 M e NaCl 0,2 M 

Acertar o pH para 2,8 com HC1 

Para o preparo de 500 mL de solucao, deve-se 
adicionar: 

- 7,5 g de glieina 

- 5,84 g de Na Cl 

- 400 mL de agua ultrapura 

- A] us tar o pH para 2,8 com HC1 e completar o 
volume para 500 mL com agua ultrapura 

Solucao utilizada para a quebra da liga^ao do ati- 
tieorpo com as protelnas na membrana. Estocar a 
solufao a 4°C 

N«OH IN 

Para o preparo de 1 L de solucao, dissolver 40 g 
de NaOl I em LOGO mL de agua ultrapura 

Armazenar a temperatura ambiente 


branas novamente para que a impres s ao radiografica 
obtida seja com par ad a ao marc ad or p re-cor ado da 
me mb ran a, que nao neces&ariamente aparece m ar¬ 
cade no filme. Comparando a altura da ban da reve- 
lada com os marc ado res na membrana, sera possivel 
avaliar se a band a re vel ad a e a de interesse ou qual 
das band as revekdas e a adequada, ja que, alguns an- 
ticorpos podem se ligar a protein as inespedfkas na 
membrana. 

Detec^ao de outro Antigeno na mesma 
Membrana 

A mesma membrana que foi utilizada pod era scr 
inenbada novamente com outros anticorpos especifi- 
cos para outros antlgenos. Para isso, deve-se iiicubar 
a membrana com 20 mL de soluqao de stripping (la¬ 
bel a 23,5) por 30 minutes, temperatura ambiente, sob 
const ante agitato. Apds os 30 minutes, deve-se acres- 


centar 1,25 inL dc NaOH IN a soluqao de stripping, 
mantendo sob agitaqao constante por mats 30 minutes* 
A membrana deve, entao, ser lav ad a com soluqao ba¬ 
sal por tres vezes com duraqao de 10 minutos por vez* 
Todo esse procedi mento deve ser repetido por mais 
uma vez. Este procedimento possibilita a quebra da 
ligaqao do anticorpo com as protein as na membrana, 
permitindo sua incuba^ao com outro anticorpo para a 
detec^ao de outra protein a de interesse* Apds o term in o 
de dois eiclos deste procedimento, a membrana deve ser 
incubada com soluflo bloqueadora c o procedimento a 
ser seguido deve ser igual ao realizado para a deteeqao 
da primeira protefna dc interesse. 
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24. Identifica^ao das Proteinas 
por meio da Eletroforese 2D 


Mar ha D'lnnocenzo 


Introdu^ao 

A eletroforese bidimens ion al (eletroforese 2D) c 
lima tecnica muito eheiente e urn me to do bastante 
utilizado para a analise de misturas complex as de pro¬ 
teinas extraidas de celulas, tecidos ou outras amostras 
biologic as. Esta tecnica separa as proteinas de aeordo 
com duas propriedades independentes eni duas etapas 
discriminadas: a etapa da primeira dimensao, focali- 
za^ao isoeletrica (IEF), separa as proteinas de aeordo 
com scu ponto isoclctrico (pi); a etapa da segunda di¬ 
men sac, eletroforese cm gel dc potiacrilamida com SDS 
(SDS-PAGE), separa proteinas dc aeordo com scu peso 
molecular (Mr = peso molecular relative), Cada ponto 
{spot) tia matriz bidimensional resultantc corresponde a 
uma unica protein a na amostra, Mil bares dc proteinas 
diferentes podem assim ser separadas e podem ser obti- 
das as infer mapoes sobre seu peso molecular aparente, o 
ponto isoeletrico e a quantidade de cada proteina. 


A eletroforese bidimcnsional foi introduzida por 
O'Farrell (1975) e Klose (1975). Na tecnica original, a 
separate na primeira dimensao era feita em geis de po- 
liacrilamida conte ndo anfolitos pre parad os em tub os de 
vidro muito finos. 


O podcr da eletroforese 2D como uma tecnica 
bioqiumica de separa^ao tem sido rcconhecida tcori- 
camcntc desde sua introduce. Tod avia, sua aplica^ao 
tornou-sc importance somente nos ultimos a nos, como 
rcsultado dc uma scrie dc dcsenvolvimentos: 


A introdu^ao dos gradientes dc pTI imobilizados 
(Bjellqvist et al,, 1982) trouxe resol u^ao e reprodutibi- 
lidade super i ores a primeira dimensao. Rase ados ncste 
conceito, Gorg et al. (1985,1988 e 1995) desenvolve- 
ram a tecnica anralmente empregada para 2D, na qual 
os gradientes de pH gerados por anfolitos carreado- 
res for am substituidos por gradientes imobilizados de 
pH, e os geis em tubos por geis em suporte plastico. 


- Novas tecnicas de espectfometria dc massas tem 
sido dcscnvolvidas, as quais permitem a idcntifica- 
9 ao rapid a e a caractcriza^ao dc quantidadcs mui¬ 
to pequenas de peptideos e proteinas extraidos de 
spots 2D. 

- A avaliaglo computadorizada dos perfis altamcntc 
complexes de 2D tornou-se algo possivel, uma vez 
que existem hoje computadores mais potentes e de 
inais baixo custo, alem de program as e spec ifi cos dis- 
ponfveis para as analises, 

- Dados dc genomas, para varies organismos, cstao 
disponiveis, o que per mite rapid a identifica^ao de 
um gene codificando uma proteina separada por 
eletroforese 2D, 

- A Web promo vc accsso simples c dire to aos bancos 
de dados de perils de spots para a compara^ao de 
rcsultados dc eletroforese c dados de scquencias dc 
gen o mas para a consolidate da in format 0 da se- 
quencia de peptideos. 

Uma aplicapao para a eletroforese 2D e a “analise do 
proteoma" que e a “analise do complemento total dc pro¬ 
teinas expresso por um genoma” (Wilkins et al., 1996; 
Pennington et al., 1997), Esta analise envolve a separa¬ 
te a identifica^ao e a quantifica^ao sis tem at ic a de muitas 
proteinas simultaneamente a partir dc uma unica amos¬ 
tra, A eletroforese bidimensional e utilizada nesta tecnica 
devido a sua cficicncia inigualavcl dc separar milharcs dc 
proteinas ao mesmo tempo. A eletroforese bidimensional 
c tambem unica cm dctcctar modificaf cs pds c cotra- 
ducionais, que nao podem ser pre vistas a partir de uma 
sequencia dc genoma. Algumas aplica^oes para eletrofo¬ 
rese bidimensional incluem analise de proteomas, dife- 
renciaqao celular, detec.to de marcadores para doenqas, 
monitoramento de terapias, descoberta de novas drogas, 
pesquisa em cancer, verifica^ao de pureza e purifica^ao de 
proteinas em microescala, Neste capitulo vamos de sc revet 
metodos para eletroforese bidimensional discorrendo so- 
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bre o me to do tradicional e utilizando geis prontos conio 
para a primeira dimensao (IPG strips: Immobilim DryS- 
irtp da antiga Amersham Rimcience$ y hoje 6E Healthcandife- 
Sc knees). 

O processo de eletroforese bidimensional e inieiado 
com a prepara^ao dc arnostra. O prepare adequado da 
arnostra e essential para uni bom resultado de 2D. Com 
a nova tecnologia, o passo seguinte no processo de 2D 
e a rcidrataqao das fitas IPG antes da IEF. A primeira 
dimensao (IEF) e desenvolvida sob voltagens eLevadas 
com controls precise da temperatura. Apos a focaliza- 
£ao, faz-se o cquillbrio das dr as de gel com um tam- 
pao contendo SDS, para que a arnostra esteja preparada 
para as condi^oes do SDS-PAGE, a segunda dimensao. 
Apos a segunda dimensao, os passes finals sao a visuali- 
za^ao e a analise dos result ados da matriz bidimensional 
de spots do gel. Em suma, a sequeneia experimental para 
eletroforese bidimensional e corno segue: 

a) Preparafao da arnostra. 

b) Reidrata^ao da tira de gel. 

c ) IEF (ou p r i m e i ra di m e n sao) * 

d) Equilibria da tira de gel. 


e) SDS-PAGE ( ou segun da d i m cn sao), 

f) Visualizacao. 

g) Analise, 

Um resultado tipico da eletroforese bidimensional 
com arnostra sem fracionamento (todo a conteudo pro- 
tetco) e mostrado na figura 24.1 + 

Preparo de Arnostra 

Estrategia Geral 

A preparacao da arnostra e essencial para um bom 
resultado dc 2D. Dcvido a grande diversidade de tipos 
e origem das amostras, serao abordadas neste capitulo 
somente linhas gerais para o preparo dcstas. O proeedi- 
mento otimo d ever a scr atingido pelo pesquisador, de¬ 
ter minando-sc empiricamente as condicocs ideais para 
cada tipo de arnostra, 

O processo deve resultar, idealmente, em solubili- 
za^ao completa, desagrega^ao, desnatuia^ao e redu^ao 
das protein as na arnostra. 



Figura 24.1 - Fste gel fbi obtido pda adi^ao da arnostra a urn ratnpao simples, contendo fi M de ureia, 0,5% de Triton X-100,20mM de 
DTT e 0,5% de anfolitos, Ttnagem obfida no site: www,aVier.ac.nk/parasitologv/Pnofeome/Tiit 2d. 
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Quando se esta desenvolvendo urn metodo de pre- 
par a^ao de amostra, e importante se ter em mente o que 
se desejado resultado final da 2D. Qual sera o objetivo: 
ver o maximo de proteinas possivel ou so mente Lima fra¬ 
gile das proteinas que e de potential interesse na amos- 
trar O que e mais importante: a representa^ao complcta 
da amostra ou um periil elaro e reprodutivel? Passes 
adicionais na prepara<;ao de amostra podein aumentar 
a qu alidade do resultado final, mas cad a pas so adicional 
pode resultar em perda selctiva dc cspccies de proteinas. 
Deve-sc ter a medida certa entre melhoria da qualidade 
da amostra e sua representa^ao complcta, para se traba- 
Ihar com can tela. 

Para analisar completamente to das as proteinas, 
as cclulas devcm scr efetivamente rompidas. A cscolha 
do metodo de mptura das celulas depende da origem 
da amostra: sc c a partir dc celulas, tccidos solid os ou 
outro material biologico e se a analise e para todas as 
proteinas ou somente alguma fra^ao subcclular cm 
particular. Tanto a lise suave quanto a vigorosa serao 
abordadas adiante. 

Durante a mptura eelular, as proteases podem ser 
liberadas. A protcolisc complica muito a analise dos rc- 
sultados de 2D e, port ante, a amostra de protefna deve 
ser protegida da proteblise durante a ruptura das celulas 
e as preparacoes subsequentes. 

Sc o interesse c somente cm uma fra^ao particular 
das proteinas do teeido ou tipo de celula, o pre-fra- 
cionamento pode ser empregado durante o prepare da 
amostra. Se as proteinas de um comp art i memo subce- 
lular sao desejadas (por exemplo, micleo, mitoeondria, 
membrana citoplasmatica), a organela de interesse 
pode ser purificada por centrifuga^ao diferencial ou 
outros mcios antes da solubiliza^ao das proteinas para 
a eletroforese 2D. A amostra pode ser tambem pre- 
-fracionada por solubilidade sob diferentes eondi^bes 
dc extra^ao, Alguns trabalhos dc revisao podem scr 
consuitados sobre teenicas de fracionamento de pro¬ 
teinas (Lenstra, 1983; Mol toy ct ab, 1998; Ramsby, 
Makowski e Khairallah, 1994; Taylor et ab, 2000 e 
Deutse.her, 1990). 

Metodos de Rompimento de Celulas 

As tabelas 24.1 e 24.2 apresentam alguns metodos 
dc rompimento dc cclu las, tanto mccanicos quanto qui- 
micos, de forma suave ou mais vigorosa. O rompimento 
cclular devc ser feito a temperaturas baixas, man ten do as 
amostras em banliode gelo o maximo possivel e utilizan- 
do as solu^oes geladas, Estes e outros exemplos de me¬ 
todos de ruptura de celulas podem ser encontrados nas 


referencias: Gorg, Postel c Gunther, 1988; Gorg et ab, 
1995; Lenstra e Bloemendal, 1983; Bollag e E del stein, 
1991; Dignam, 1990; Toda et ab, 1994; Cull e McHenry, 
1990; Jazwinski, 1990; Kawaguchi e Kuramitsu, 1995; 
Teixeira-Gomes et ab, 1997; Ames e Xikaido, 1976; 
Gorg et ab, 1988; Posch et al., 1995; Geigenheimer, 
1990; Wolpert e Dunklc, 1983; Blombcrg et ab, 1995. 

Prote^ao contra Proteases 

Um vez rompidas as celulas, as proteases podem ser 
ativadas, degradando as proteinas e dificultando, dess a 
forma, o resultado esperado na 2D, Todas as medidas 
possfveis devcm ser consideradas para evitar a a^ao de 
proteases, Se possivel, inibir as proteases pel a ruptura 
eelular da amostra diretamente em desnaturantes for¬ 
tes, como ureia a 8 M, aeido tricloroacetico (TCA) a 
10% ou Sulfato de Sodio Dodecila (SDS) a 2% (Da- 
merval et ab, 1986; Colas des Francs, Thiellement e 
de Vienne, 1985)* Tod avia, algumas proteases podem 
man ter sua atividade ate mesmo sob estas condi^oes e 
nestes casos deve-se utilizar um inihidor de proteases. 
Existe uma grande gama de inibidores de proteases 
disponivel comercialmente, bem como coqueteis com 
misturas desres. Os inibidores de proteases mais co- 
mims e as proteases que elcs inibem estao listados na 
tabela 24.3. 

Procedimentos de Precipita^ao 

A precipita^ao de proteinas e um pas so op clonal na 
preparapao de amostra para eletroforese 2D. A precipi- 
ta^ao, seguida de ressuspensao na solu^ao da amostra, 
e geralmente empregada para separar seletivamente as 
proteinas na amostra a partir de especies contaminan- 
tes, tais como sais, detergentes, acidos nucleicos, lipi- 
dios etc,, que interferem no resultado 2D, Outro ob¬ 
jetivo pode ser o preparo de uma amostra de protefna 
mais conccntrada a partir de um extrato dilufdo (por 
exemplo, tccidos de plantas, urina). Metodos comuns de 
preciplta^ao de proteinas em uma amostra estao citados 
na tabela 24.4. 

Remopao de Containin antes que Afetam os 
Resultados da Eletroforese 2D 

As impurezas nao proteicas na amostra podem in¬ 
ter ferir com a separate e subsequente visualizapao do 
resultado de 2D, logo, a prepara^ao de amostra inclui 
pas sos em que se re mo vein em estas substancias, con- 
forme ap re sent ado na tabela 24.5. 
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Tabula 24-1 - Mctodos suaves de ruptura de celulas. 

Metodo de ruptura de celula Aplicapao Pmc^dimento gerul 

Lise osmdtica 

Metodo bastante delicado, muito usado Celulas de sangue e de cultura de te 
quando sc deve subfracionar a amostra cidios 
em componentes subcelulares 

Lise por congelatneivto c dcscongclamcnto 

Muitas celulas podem ser romp id as por d- 
clos de conge la men to e subsequente descon- 
gelamento 


Celulas de bacterias e de cult Liras de 
tec idos 


- C ongelar rapidamente a suspensao de celulas utlll- 
zando nitrogenio liquido e> em seguida, deseongelar. 

- Repetiro procedimento. 


- - Suspender as celulas em solupaa hipo-osmotica. 


Lise enzimatiea 


Celulas com parcdcs cdularcs podcm ser 
lisadas delicadamente apes a list da pared c 
celular 

Isso pode ser cons eg u id o com uma enzi- 
ma. espedfica para o tipo de celuh a ser 
Usado (exemplo, lisozima para celulas dc 
baeterias, celulasc e pee tin use para celu¬ 
las vegetals> liticase para leveduras) 


Teeidos vegetais, celulas de bacterias e 
de fungo 


- Tratar as celulas com a enzima em solupao iso- 
osmotica. 


Lise por detergetite 

Solubillza membrauas celulares, mm- Celulas de cultura de teeidos 
pendo celulas e Hberando sen conteudo 


- Suspender as celulas em solupao contendo de- 
tergenre. 

- As celulas podem ser lisadas diretamente na solu- 
pao da amostra ou solupao de reidratapao, uma vez 
que estas sempre c cm tern detergentes. 

- Se um detergente anionic o como o SDS e utilizado 
para a Use, um dos dois passos de preparapao deve ser 
utilizado para assegurar que o SDS nao interferira 
na IEF: 

a) diluir a amostra lisada em uma solupao contendo 
cxccsso dc deterge nte nao ionico ou zuiteridnico, ou 

b) separar o SDS da amostra de protcinas por precipi- 
tapao com acetona (ver tabela 24.4 - proccd imentos dc 
predptapao) 
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Tabela24,2 -Mctodos vigorosos de r upturn de celulas. 


Metodo de rupture de cclula 

Aplicafao 

Procedi men to geral 

Sonica^ao 

O sonicador gcra on das ultrassftmcas que 
romp cm as celulas jior fortpi de separavao 

Suspensoes de celulas 

- Soniear a suspensao em pe que nos 
interval os dc tempo para evitar aqueci- 
niento. Utilizar o resfriamento em gelo 
e ntre os interval os 

Cclula de Press ao Frances a 

(French Pressure: Ceil) 

Celulas sao lisadas por separagao por 
incio da for^a dc passagem das celulas 
por um pequeno orifkio sob alt a pres sao 

M ic rorgan i s mo s com pa redes cel t il are s 
(bacterias, algas t leveduras) 

- Coloear a suspensao de celulas na 
Celula de Pressao Francesa resfriada. 
Aplicar a pressao c colctar o Hsado cx- 
trudado 

Macera^ao 

Alguns tipos de celulas podem ser abertos 
por macerapao manual com graal e pistilo 

' 1 ec idos sol i dos > m icrorga n ismos 

- Tecidos ou celulas sao normalmente 
congelados com nitrogenio ltquido e ma- 
ccrados ate um po lino. A alumina (A1 ..0.) 
ou areia pode ajudar na macera^ao 


Homogeneizapao com estera de vidro 

A a^So abrasiva da& csfcras com vortice 
rompe as parades celulares, liber and o o 
conteudo celular 


Celulas cm suspensao, microrgatiismos 


- Suspender as celulas em um volume 
igual de solu^ao de lise refrigerada e co- 
locar no tubo para vortice. Adicionar 1 
a 3 g de esferae de vidro por g de tecido 
umido. Vortice por 1 minuto e incubar 
as celulas cm gelo por 1 minuto. 

— Repetir utilizando o vortice e o gelo 
por 2 a 4 vezes 


H om ogcn ci zafao mccan ica 

Muitos equipametitos diferenres podem 
ser utilizados para homogeneizar tecidos 
mecanicamente. Os homogeneizado- 
res como Potter-El vehjem ou o Don nee 
podem scr utilizados para romper celu¬ 
las de tecidos relativamente macios. Os 
Blenders ou outros aparatos motoriza- 
dos podem ser utilizados para amostras 
de maior quantida.de. A hoinogcneiza- 
£ao c rapida e acarreta pouco dano as 
protdn as i exceto pci as proteases que po¬ 
dem ser liberadas com o rompimento 


Tecidos sblidos 


- Cottar o tecido cm peda^os pcquenos 
sc nccessario. Adicionar o tampao de 
bomogeneizafao gel ado (5 a 20 vezes o 
volume dc tecido). Homogeneizar bre- 
vcmcntc. Clarear o lisado por filtrafSo 
e/ou centrifuga^ao 
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Tabula 24.3 - Inibid ores de proteases. 


[nibidor dt proteases 

Efctivo contra 

Li rmtafbes 

PM S F (j Fen ihnetihulfm U fiuoreto ) 

Inibid or in mis comumcnte utilizado a con¬ 
centrators dc ate 1 mM 

FMSFc nm inibidor irrevcrsivcl quo ina- 
tiva sen no c algnmas cistcmoproteascs 

- PMSF torna-se inativo rapidamente 
ern solufdes aquosas: deve ser prepara- 
do iinediatamente antes do uso 

- PMSF pode scr mcnos efetivo cm 
prcsenca dc reagentes com grupos tiois, 
como ditiotreitol (DTT) ou 2-mcrcap- 
toetanoL Esta limitafao pode ser trans- 
posta pel a ruptura da amostra em solu- 
fan eontendn PMSF sem os tidis* que 
podem scr adicionados cm outra etapa 
da preparaf ao 

- PMSF e muito tdxico 

AEBSF 

Aminat'til benxihtilfon.il fiuoreto oil Pefa- 
bloc SC itiibidor de serinoproteases 

AEBSF e similar an PMSF ern sua. arivi- 
dade inibitoria, mas e mais soluvel e me- 
nos tdxico 

As modifieafoes induzidas pelo AEBSF 
podem potenrialmente alterar o pi de 
uma protdna 

KDTA ou FGTA 

Geralmente utilizado- na concentrafan 
dc 1 mM 

Estes cornpostos inibein mctaloproteases 
por quelar os ions metal ieos livres reque- 
ridns para sna atividade 


Peptide os inibidores dc proteases 

(exempln, leupepri na, pep statin a* apro- 
tinina, bestatina) 

- inibidores reversivei s 

- ativos na presen fa de DTT 

- ativos a baixas concentrafoes sob 
lima variedade de con difoes 

uso: 2 a 20 pg/mL 

A leupeptina inibe miiitas das serino-e 
ei s te in o pro teases. 

A pepstatina inibe aspartilproteases 
(exemplo, proteases acidas rais cotno a 
pepsina) 

A aprotinina inibe muitas das serinn- 
proteases 

A bestatina inibe as amino peptidases 

Os peptideos inibidores de protease sao: 

- de alto cus to 

- pcquenos peptideos, assim, podem 
aparecer no map a 2D, dependendo da 
faixa de tarn an bo molecular separada 
pelo gel da segimda dimensjio* 

- A pepstatina nan inibe nenhuma 
protease que se]a ativa a pH 9,0 

TLCK, TPCK 

{tosil lisina doroetil cetonn, tosil fentl do- 
rometil cetona) 

uso: 0,1 a 0,5 mM 

Estes compostos similares inibem irre- 
versivelmente a atividade de muitas das 
serino e cisteinoproteases 


Benzainiditia 

Uso: ! a 3 mM 

A benzatnidina inibe as serinoproteases 
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Tabela24,4- Procedimentos de precipita^ao. 


Me ttidi i tie preci pi ta^ao Proted i mento geral L i m i taf a es 


Precipita^ao com sulfa to de amonio 
(prccipita^ao satina - salting out) 

Na present a de altas concentrator de 
sals, as proteinas tcndcm a agrcgar c pre- 
cipitar, saindo da solu^ao. Muitos con- 
taminantes potentials (exemplo. acidos 
nudeicos) vao pcTtnanecer em solu^ao 


Pretipi tacao coin TCA 

TCA (atido tritioroacetico) e urn preci- 
pitador de protein as bastante efetivo 


Precipita^ao com acetona 

Sen uso e bastante comum como preei- 

pitador de pro to mas 

Muitos contaminates soluvtis cm sol- 
veirtes otga me os (exemplo, deterge rites, 
lipid ios) vao permanecer cm soiu^ao. 


Preparar a protema de tal forma ejuc 
a concentrafao initial da solu^ao seja 
maior que 1 mg/ml, em tampao que 
seja maior que 50 mM c contenha 
EDTA. Vagarosamentc adicionar sul- 
fato de amonio a urn deter min-ado per¬ 
cent ual de satura^ao (Englard e beiffer, 
1990} e agitar por 10 a 30 minutos 

As protein as sao sedimentadas por 
ccntrifuga^ao 


0 TCA e adicionado ao extrato a uni a 
concentra^ao final de 10 a 20% e as 
protein as sao deixadas para precipi- 
tar em ban ho de gelo por 30 minutos 
(Guy, Philip e Tan, 1994) 


Adicionar pelo menos 3 volumes de ace- 
tana gelada ao extrato. Dtixar as prote¬ 
in as precipitarem a -20 y C por pelo me¬ 
nos 2 horas. Sedimentar as proteinas por 
cuntrifugafSo (Guy, Philip c Tan, 1994; 
Halloway c Arundel, 1988; Matsui et 
al, 1997). A acetona residual e removida 
por sccagcm ao ar ou liofiliza^ao 


- Muitas proteinas pcrmancccm soluvtis 
a altas concentrates dc sal, portanto este 
metodo nao e recomendado quando a re¬ 
press n racan total de proteinas e desejada. 

- Este metodo pode, contudo, ser uti- 
lizado preferential me nte para o pre- 
-fracionamento ou enriquecimento. 

- O sulfato de amonio residual ira interfe¬ 
re com a IEF e, portanto, deve ser remo- 
vido (Cremer e Van de Walle, 1985) 

- As proteinas podem ser diliceis de 
ressolubilizar e podem nao resolubilizar 
eompktamcntc. 

- O TCA residual deve set removido por 

lavagens extensivas com acetona ou ctanol. 

- Exposi^ao extensiva a csta solu^ao de 
baixo pH pode cau&ar degrada^ao ou mo¬ 
di ficac an de proteinas. 


Precipita^ao com TCA em acetona 

A combi na 9 ao do TCA c acetona c 
bastsnte comum durante o preparo de 
amostras para eletroforese 2D e e mats 
efetiva do que cad a um isoiadamente 


Suspender o lisado em 10% de TCA 
em acetona coin 0,07% de 2-mercapto- 
etanol ou 20 mM de DTT. Precipitar 
as proteinas por pelo menos 45 minu¬ 
tos a -20°C. Sedimentar as proteinas 
por centrifugal ao e lavar o sedimento 
com acetona gelada contendo 0,07% de 
2-me reap to ou 20 mM de DTT. Remo¬ 
ver a acetona residual por sccagcm ao ar 
ou liofiliza^ao (Gdrg, Post el e Gunther, 
1988a; Gdrg et al., 1988; Damerval et 
al., 1986; Granier, 1988; Tsugita et al, 
1996; Gorget al, 1997) 


- As proteinas podem scr dificeis de reso- 
lubilizar e podem nao rcssolubilizar com- 
pletamcntc 

- Exposi^ao extensiva a csta solupao de 
baixo pi I pode causar alguma degrada^ao 
on moditiea^an de proteinas 


Precipita^ao com acetato de amonio e 
m eta no I apos extra^ao com fcnol 

Esta tecnica tern si do bem-sueedida 
com amostras de plantas contendo al¬ 
tos nfveis dc substantias interferentes 


As proteinas na amosrra silo extratdas 
em tenol saturado com agua ou tampao. 
As proteinas sao pretipitadas a partir 
da fase fenolica com acetato de amonio 
0,1 M cm mctanol. O sedimento c la- 
vadlo varias vezes com acetato de amo¬ 
nio em metano e entao com acetona. A 
acetona residual e cvaporada (Hurk- 
man e Tanaka, 1986; Granier, 1988; 
Usuda e Shimogawara, 1995) 


Este metodo e complicado e demorado 
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Tabula 24,5 — Contaminantss que afetam os resultados de 2D, 


Contamin ante 


Raxiio para itemogao 


Tecnicas de reinogao 


Sais, tampdcs residuals e outras 
moleculas pequenas eamegadas 
quo podem ser carrodos du¬ 
rante a prepaiagao da amostra 


Os sais alteram o pnocesso de eletroforesc € devem ser 
removidos ou mantidos a eoncentragoes mais baixas 


possiveis. Os sais em urn a rira. do ripo 3 PC 1 resultam 
em alts. condutivida.de no gel, A focal izagao das pro¬ 
tein as mao ira ocorrer ate os ions terem si do removi - 


dos ao final do gel, prolongando entao o tempo para 
a IEF. Tambem. podc ocorrer movimento da agua cm 
dinegao ao final do gel, resultando cm rcssccamcnto 
da tiru cm uina regiao c excesso dc liquido cm outra. 
O sal no gel pode resultar etn regioes, nas extnemi- 
dades datira, que acarretam lisrtas horizontals ou re¬ 
gioes vazias no resultado 2D. A concentragao de sal 
no gel reidratado com a amostra nao deve ukrapassar 
10 eqM. Sc a amostra c aplieada com eopos apliea- 
dores, pode-se tolcrar uma ooncentragao de sal de 
ate 50 mM na amostra, todavia, as protemas podcm 
precipitar no sen ponto de aplicacao, umavez que elas 
devem mover-se abruptamente para urn ponto com 
baixa concentragao safina 


A desalinizagao podc scr feita por mcio dc; 

- dialise 

- spin dialise 

- filtragiio cm gel 

- precipitagao/ressuspens ao 


Pequenas mol ecu las ionicas 
endbgenas (nucleofideos, me- 
rabolitos, fbstolipfdeos. etc.) 


As pe que nas mo I ecu I as ionicas podem esfar pre¬ 
senter em qualquer lisado celular. Normalmente, 
esras subsrancias sao negarivamenre carregadas 
e podem resultar em foeallzagao inadequada na 
regiao anodica 


- A precipitagao com TCA/acetona e partial lartnen- 
tc ctetiva na remogao dcste tipo de eontaminante. 

- Outras tecnicas dc dcsalinizagao podem ser apli- 
cadas. 


Detergentes ionieos 


Os detergentes ionieos (geralmente fiDS) sao fre- 
quentemente urilizados durante a extragao e solu- 
bilizagao dc protein as, mas podem afetar drasti- 
camcnte a IEF. O SDS forma complcxos com as 
protein as c o eomplexo results ntc negativamente 
carregado nao vai focalizar., a tnenos que o SDS 
seja removi do ou sequestrado 


- Diluir a amostra con ten do SDS em uma solugao 
de reidratagao que contenha detergente zuiterio- 
nko on nao ion Leo (CHAPS, Triton X-10Q 1M , ou 
NP40), tal que a concentragao final dc SDS seja 
0,25% ou mcnor e a relugao entre o outru detergen- 
tc c o SDS seja pelo me nos dc 8:1 (Ames c Nikai- 
do, 1976), A precipitagao coni acetona vai remover 
partial men te o SDS. A precipitagao a temperatura 
ambiente vai maxim izar a remogao do SDS, mas a 
precipitagao da protein a e mais completa a -20°C 
(Crcmer Van de Walls, 1985), 


Acidos nucleicos 

(DNA, RNA) 


Os acidos nucleicos aumentam a viscosidadc da 
amostra causando urn. fundo arrastado no in ana 
2D. Os acidos nucleicos de alto peso molecular 
podem entupir os poros do gel. Tambem podem 
iigar-se a protein as por meio de iuteragdes ele- 
trostatieas, prevenindo a focalizagio, Se a amostra 
protcica separada for vi&ualizada porcoloragao com 
prata, os acidos nucleicos presentes no gel vao corar 
tambem, resultan-do em. background no mapa 2D 


- Tratar as amostras- ricas em acidos nucleicos 
com uma mistura dc DN as c/RNase livre dc pro¬ 
teases, Pode-se adicionar 0,1 vez o volume da so¬ 
lugao contendo 1 mg/mL de DNase 1, 0,25 mg/ 
snL RNase A e 50 mM de MgCb seguido por in- 
cubagao em banho de gelo (Ulomberg et aL, 1995; 
Flengsrud c Kobro, 19S9), As enzimas RNase c 
DNase iriio aparecer no mapa 2D 

- A ultracentrifugagao pode ser utilizada para re¬ 
mover acidos nucleicos grandes, contudo tambem 
pode remover as proteinas de alto peso molecular 

- Quando util izar condigoes de extragao de bai- 
xa forga ionic a, os acidos nucleicos negativamente 
carregados podem formal' complexos com as pro¬ 
teinas carregadas positivamente. Altas for gas ioni- 
cas na extragao podem minim izar estas inreragoes 
(remover os sais em passos posteriores) 
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Tstbela24*5 - Continua$ao. 

Contammante Razao para remof ao 


Materials insoluveis 


Podem obstruir os poros do gel de 1EF ? re sultan - 
do em focalizafao ruim. Os materials insoluveis 
s*lo problcm^ticos quando a. amostra e aplicada 
torn rccipicntes de amostra {sample cups) c me nos 
torn a rcidrata^ao do gel. Eles dificultam a entra- 
da das protemas no gel 


Tecnicas de remo^ao 


-As amostras devem ser elarificadas por centrifu- 
ga^ao antes da aplkacao a primeira dime nsao 


Compostos fendlicos 


Estao pre sente s cm muitos tceidos vegetais c po¬ 
dem modificar as protein as por meio de rea^oes 
oxidativas catalisadas por enzimas 


- Prtvtnir por meio do tmprego do agentes redu- 
torcs durante a extra^ao do tecido (cxemplo, DTT t 
2-men: aptoetanol, sulfeto, ascorbato). 

Sepamr rapidamente as protelnas dos compostos 
fendlicos por t£cnkas dc predpita^ao. 

- Inativar a fenol-oxidase tom inibidorcs tais 
como tiourtia. 

- Remover compostos fendlicos por adsor^ao 
com Polivinil pirrolidona (PVPP) 



Mu it as protemas, particuLamiente as de membra- 
na, siio eomplexadas tom lipidios. Isto reduz sua 
solubilidade e podc a feta r o pi c o peso molecular. 
Os lipfdios form am complcxos com, detergentes, 
reduzindo sua cfctividaae como agentt solubi- 
lizador de protemas. Qua ndo se cetitrifWa um 
extrato de tecido rico em lipidios, normaJmente 
existe um camada drficil de remover 


- Condicoes altamente desnaturantes e deterge n- 
tes mimmizam as inter afoes lipidios-protelnas. 
Exccsso de detergente podc ser nccessario, 

-A precipita^ao com atetona remove alguns lipi- 
dios 


Polrssaca rideo s 


Os polissacarideos podem entupir os poros do gel 
de lEF, cans a ndo precipitacao on aumentando o 
tempo de focalizacao, re suit a ndo em arraste ho¬ 
rizontal no map a 2D. Alguns polissacarideos sao 
carrcgados negativamente e podem complcxar 
corn as protemas por intcra^ao dctrostatica 


- Precipitar a amostra com TCA, sulfato de amo- 
nio ou fenol e acetato de amdnio, e centrifugar, 

-Alguns metodos utilizados para prevenir intern- 
<;oes com acid os nudeicos podem ajudar na remo- 
^■ao de polissacarideos, como ultracentrifugagao, 
por cxemplo 
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Composi^ao da Amostra 

Dc mo do a sc obtcr um a scpara^ao dc prime ira di- 
mensao bem focalizada, as protein as devem estar bem 
desagregadas c complctamcntc solubilizadas, Para tan- 
to, a solmpao de amostra deve center ureia, detergente, 
anfolitos carrcadorcs c agente redutor* 

A desnatura^ao completa as segura que to das as pro¬ 
tein as estejam na mesma configura^ao e que a agrega¬ 
in ao c a intcragao inter molecular cs sejam c vita das. 

A ureia solubiliza e des dobra a maioria das protei- 
nas a sua confer magao complctamcntc rand 6 mica, com 
todos os grupos ionizaveis expostos a solugao. Mais re- 
centemente, o uso de tioureia em adigao a ureia tem me- 
Ihorado a solubilizagao, especialmente para proteinas de 
membranas (Molloy ct ah, 1998; Rabilloud ct a!*, 1997; 
Mus ante, Candiano c Ghiggcri, 1997; Pa squall, Fialka 
c Huber, 1997; Rabilloud, 1.998), 

Um detergente deve sempre sex incluido na solugao 
de amostra para assegurar a solubilizagao completa da 
amostra e prevenir a agregagao por meio de interagaoes 
hidrofebicas. Originalmcntc, NP - 40 ou Triton X -100 
(nao ionicos) cram usados. Alguns cstudos demonstra- 
ram que o dctcrgcntc zuitcridnico CHAPS c mais cfc- 
tivo (LaemmLi, 1970), 

Os agentes redutores devem ser intluidos na solugao 
da amostra para romper qualquer ponte dissulieto pre- 
sente c mantcr to das as proteinas cm scu cstado complc¬ 
tamcntc reduzido. O agente redutor mais comumcntc 
utilizado c o DT P ou ditiocritrol (DTE) a concentra¬ 
tes entre 20 e 100 mM. 

Os anfolitos carrcadores ou IPG Buffer (ate a com 
Centragao de 2 % v/v) podem ser incluidos na solugao de 
amostra, Elcs aumentam a solubilidadc das proteinas 
minimizando a agregagao devido a intcragocs carga- 
carga, 

A amostra deve permanecer em solugao a tempera- 
tura ambiente por pelo me nos 30 minutes para com ple¬ 
ta desnaturagao e solubilizagao antes da eentrifugagao e 
aplicagao da IEF. O aquccimcnto da amostra com dc¬ 
tcrgcntc podc scr feito para ajudar a solubilizagao, po- 
rem somente antes da adigao dc ureia, 

Para um prime! ro experimento com urn a amostra 
desconhecida, uma solugao de amostra-padrao como 
esta pode sex utilizada: 

Dissolver as proteinas em: 

- Ureia a 8 M, CHAPS a 4%, DTT a 60 mM, Phar- 

malyte a 6 % (ou tampao de IPG - contendo 2 % de 


anfolitos com faixa de pi I de 3 a 10), 0,002% de 
azul de bromofenob 

Para amostras com proteinas grandes e mais bidro- 
fobieas, o seguinte proce dimen to e re co men dado: 

— Ureia a 7 M, tioureia a 2 M, Cl TAPS a 4%, DTT a 
60 mM, 2 % Phaxmalyte a 2 % (ou tampao de IPG - 
con ten do 2 % de anfolitos com faixa de ph de 3 a 10 ), 
0 , 002 % de azul de bromofenol. 

Para amostras de tecido que sao fontes diluidas de 
proteinas e con tem alto ntvel de interferentes, como te- 
cidos de plantas, recomenda-se: 

- Macerar cm graal com pistilo em nitrogenio liquido* 
Suspender o po fino cm dc TCA a 10%, DTT a 
0,3% cm acetona, Manter a -18°C por 16 boras e 
centrifugar* Lavar o sedimento com acetona* Secar e 
res suspender em ureia a 9 M, CHAPS a 2%, DTT 
a 1 %, Pharmalyte a 2 % (ou tampao de IPG - eon- 
tendo 2 % de anfolitos com faixa de pH de 3 a 10 ), 
0 , 002 % de azul de bromofenol. 

Focaliza^ao Isoeletrica ou Primeira 
D imemao (IEF) 

A foealizagao isoeletrica (IEF) e um me to do ele- 
troferetico que separa as proteinas de acordo com seus 
pontos isoeletricos (pi). As proteinas sao moleculas 
anfotericas; el as car regam car gas liquid as positivas, ne- 
gativas ou nulas, dependendo do pH da solugao que a 
contem (Fig. 24.2). 

A carga liquid a de uma protein a e a soma de to das as 
cargas positivas e negativas das cadeias laterals de seus 
aminoacidos e terminal carboxilico. O ponto isoeletrico 
* ° PH especifico no qual a carga liquid a da protein a 
e nula. As proteinas sao positivamente carregadas em 
valores de pH abaixo do seu pi e negativamente carre¬ 
gadas em valores de pH acini a de seu pi. 

A present a de um gradiente de pH e crftico para a 
tecnica de IFF. Em um gradiente de pH, sob infhiencia 
de um campo eletrico, uma protein a ira se mover a po- 
sigao no gradiente em que sua carga Hquida e nula (sen 
pT). Este e o efeito focalizador da IF..F, que concentra as 
proteinas em seus pis e per mite que sejam separadas na 
base de diterengas muito pequenas em carga. 

A re solo 9 ao e determinada pela curva do gradiente 
de pH no campo eletrico. A IEF e, portanto, desenvol- 
vida a alt as voltage ns (acima de 1.000 V). Quando as 
proteinas atingem suas posigbes finais no gradiente de 
pH, existe pouquissimo movimento de ions no sistema, 
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Figure 24.2 -Graf co da carga lfquida de urn a pro rein a versus o pH de sen ambience. (!) ponto de intersec^ac da curva ao eixo X representa o 
ponto isodetrico da protein a, 


re sultan do em uma cor rente final muito baixa (abaixo 
dc 1 mA), A IEF dc uma dada amostra cm um sistema 
dc eletroforese c geral mente desenvolvida por um nu- 
mero constante de Volt-boras (sendo Volt-bora (Vh) os 
Volts integrals aplicados em um periodo de tempo). 

O metodo original para IEF depend!a dc gradientes 
dc pH gerados com anfolitos carreadores cm geis dc po- 
liacrilamida feitos em tubos de vidro. Os anfolitos car- 
re adores sao mole colas anfotericas pequenas e soluveis 
com alta capacidade tampon ante proximo ao seu pi. 

Apesar dcstc metodo basico ter sido utilizado cm 
ccntenas dc estudos com 2D, clc tem limita^oes que 
fizeram com que nao fosse mais largamente utilizado, 
por alguns fatores: 1. algumas variances na manufatura 
dos anfolitos impedem maior reprodutibilidade na pri¬ 
me! ra di men sao; 2. os gradientes de pH form ados por 
estes anfolitos nao sao muito estaveis, podendo ocorrer 
desvios, sobretudo em dire^ao ao catodo, com o tempo 
de focalizaqao; e 3. os geis de poliacrilamida em tubos 
de vidro tem baixa estabilidade mecanica, podendo en- 
colher ou quebrar, afetando a reprodutibilidade do me¬ 
todo, sendo o melhor result ado depend ente da experi¬ 
ence do operador. 

A nova gera^ao de geis com grad!ente imobilizado 
{immobilized pi I gradient = IPG) em format o dc tiras 
com suporte plastico {ImmoMIine DryStrips) vieram 
eontornar estas dificuldades, au men tan do e yiabilizan- 
do o uso da eletrofbrese bid! mensional como tecnicade 
grande utilidadc cxploratoria. 


As tiras IPG tem resistencia mecanica e estabilidade 


no gradiente de pH, conferindo reprodutibilidade e con- 
fian^a nos resultados. El as sao comerdalizadas secas, de- 
vendo ser reidratadas no momento do uso com a solu^ao de 
reidratapao que pode ou nao center a amostra solubilizada. 


Devem ser reidratadas antes da IEF. A reidrata^ao pode 
ser feita cm bandeja especffica {I mm o Inline Dry Strip 
Reswelling Tray) (qu an do a focal iza^ao for feita no Mul- 
tiphor II ou com o uso de Cup Loading Strip Holder 
no IPGphor) ou nos supertes regulares para as tiras de 
gel do IPGphor. 

A solugao dc rcidratagao que pode center ou nao a 
amostra de protefna c aplicada na bandeja ou suporte dc 
tiras que sao individual mente reidratadas* As tiras reidrata¬ 
das apresentam 3 mm de largura e 0,5 mm de espessura. 

Por ser um gel bast ante fine, o volume de amostra 
a ser utilizado na reidratafao das tiras deve ser preciso 
(Tabela 24,6) + 

A composicao tipica da solugao dc rcidratagao das 
IPGs pode scr a seguinte: 

— ureia a RM, Cl IAP S a 0,5%, DTT a 0,2%, tampan IPG 
a 0,5% ou Pharmalyte, 0,002% de azul de bromofenoL 

Proceder da Seguinte Maneira: 

a) Preparar uma solupao estoque da solupao de reidra- 
ta^ao, que pode ser armazenada em aHquotas de 2,5 
mL a -20° C. 

b) I m edi at am en te antes do u so, de s co n gel a r len tarn e n - 
te a all quota da sohiqao estoque e adicionar a quan- 
tidade apropriada de anfolitos ear re adores (Tampao 
IPG ou Pharmalyte). 

c) Adicionar 7 mg de DTT e a amostra (se for rei- 
dratar a tira coni a amostra). Ambos devem ser adi- 
cionados so mente imediatamente antes do uso, para 
evitar degrada^ao/-oxida^ao* 

As quantidades de amostra a serem carregadas 
na tira de gel para IEF tambem devem ser observa- 
das cau tel os amen te (Tabela 24.7). 
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TaHda 24.6 - Volume tie solu^ao para reidrata^an das tiras. 


Comprimcnto da tira IPG (cm) 

Volume total por tira (pL) t incluindo a amostra 


7 

125 


11 

200 


13 

250 


18 

340 


24 

450 



Tabela24.7- Quantidade de proteina a ser carregada em 111119 ao 

do tamanho da tira de gel do tipo de colora^ao. 


I mm obi line Dry Strip (pi 1) 

Carregamento de proteina ad eq u a do (jag) 



Colora^ao prata 

Colony a 0 C oomass ic 


4-7 

4-8 

20-120 

7 cm 

6-11 

8-16 

40-240 


3-10,3-10 NL 

2-4 

10-60 


4-7 

10-20 

50-300 

11 cm 

6-11 

20-40 

100-600 


3-10 

4-8 

20-120 


4-7 

15-30 

75-450 

13 cm 

6-11 

30-60 

150-900 


3-10,3-10 NL 

8-15 

40-240 


4-7 

30-60 

150-900 

18 cm 

6-1 1 j. 6-9 

60-120 

300-1.500 


3-10,3-10 NL 

15-30 

75-450 


4-7,3-7 

45-90 

200-1.300 

24 cm 

6-9 

30-170 

400-2.000 


3-10,3-10 NL 

20-40 

100-600 


NL = Nfiu Linear 


A aplica^ao da amostra pode scr feita ao mesmo 
tempo que sc faz a rcidrata^ao das tiras ou postcrior- 
mente. Neste ultimo caso, as tiras sao reidratadas com 
o tampao de reidrata^ao e somente no momento de se 
iniciar a focaliza^ao as amostras sao carrcgadas no gel, 


por rncio de rccipicntcs cspedais {sample cups). O car- 
regamento da amostra no gel por mcio dos sample cups 
requer condiqoes mais especificas de corrida, alem de 
suportar quantidades me notes de proteina em rela^ao a 
rcidrata^ao com a amostra* 
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A amostra a set aplicada apos a re i dr at a 930 do gel deve 
estar no tampao de composi^ao semelbante ao de reidra- 
ta^ao, O ponto de aplica^ao da amostra vai depender das 
caractensticas da amostra, Se as protefnas de interesse ti- 
verem pis aeidos ou quando se atilizou SDS na prepara^ao 
da amostra, recomenda-se aplkar proximo ao catodo. A 
aplicapao de amostra junto ao anodo e necessaria com gra- 
dientes de pH 6-11 e 6-9 e prefer id a com gradiente 3-10. 
A determ inapao empmea, no entanto, e a mellior, 

Preliminares para a Focalizafao Isoeletrica 

A focal iza^ao isoeletrica, independente do sistema, 
e conduzida a voltagens muito altas (3.500 a 80.000 
Volts) e a correlates muito baixas (menores que 1 mA), 
devido a baixa ton; a ionic a que prevalece nas tiras de gel. 
Durante a 1EE, a cor rente diminui, enquanto a volta- 
gem aumenta durante a migra^ao das protefnas c outros 
componcntes carrcgados para suas posiloes dc cquili- 
brio. Em uma focaliza^.ao isoeletrica tipica, a voltagem c 
gradual mente au men tad a ate. a voltagem de focaliza^ao 
final desejada, que e mantida por varias boras. 

Os principals fatores que determinam o mimero de 
Volt-boras necessaries a focaliza^ao de uma mistura de 
protefnas sao o comprimento das tiras de gel e o gra¬ 
diente de pH utilizado. A com posit; ao da amostra e da 
solupao de reidrata^ao, bem como o mo do de aplica^ao 
da amostra in flue net am a quantidade de Volts-bora re- 
querida, 

Conserva^ao das Tiras Focal izadas 

A P 6 s a IEF, tem-se a op^ao de se preceder direta- 
mente a segunda dimensao ou armazenar as tiras em 
freezer a -70° C, em tubos tampados. 

Segunda Dimensao (SDS-PAGE) 

Apos a focaiiza^ao isoeletrica, a separable da se¬ 
gunda dimensao pode ser feita em varies si stem as para 
eletroforese, tanto horizontals quanto verticals. A tecni- 
ca de SDS-PAGE consiste de quatro passes: 1. prepare 
do gel da segunda dimensao; 2. equilfbrio das tiras em 
tampao con ten do SDS; 3, posidonamento da tira no gel 
SDS; e 4, eletroforese, 

Neste capftulo, o pas so de equ ill brio c dcscrito prb 
meiramente, uma vez que independe do sistema a scr 
utilizado para o SDS-PAGE (vertical ou horizontal). Ja 
a forma de prepare do gel, posidonamento das tiras e os 
proto coles para a eletroforese irao variar com a orienta- 


^ao do gel. O prepare do gel, no entanto, deve ser feito 
antes do equilfbrio das tiras se iniciar. 


SDS-PAGE (eletroforese em gel tie poliacrilamida 
contendo SDS) e uma tec 11 ica eletroforetica para a sepa¬ 
rate dc polipcptidcos dc acordo com scu peso molecular. 
A tccnica c dcscnvolvida cm geis dc poliacrilamida con¬ 
tendo Suifato de Sodio Dodecila (SDS). A carga eletrica 
intrinseca das proteinas da amostra nao e um fator de se¬ 
parate, devido a presenpa de SDS na amostra e no gel. 
O SDS c um detergente anronico que, quando cm solu¬ 
te aquosa, forma micelas globulares compostas dc 70-80 
moleculas com a extremidade hidrocarbono duodecila no 
centre e os grupos sulfatos na porpao hidrofflica. O SDS 
e as proteinas form am complexes com estrutura do tipo 
corrente composta por micelas de proteinas conectadas 
por segmentos de polipeptideos curtos e ilexfveis. O re- 
sultado dost a estrutura e que grande s quantidades de SDS 
sao incorporadas no complexo SDS-protein a na razao de 
aproximadamente 1,4 g de SDS por 1 g de proteina. O 
SDS mascara a carga da proteina e os complexos anion icos 
formados apresentam uma carga negativa constante por 
unidadc dc mass a, Alcm do SDS, um agente redutor, tal 
como o DTT, e tambem ad i cion ado para que seja quebra- 
da qualquer liga^ao -S-S- pre sente nas proteinas, Quando 
as proteinas sao tratadas com SDS e um agente redutor, o 
grau dc separate eletroforetica dentro dc um gel dc po¬ 
liacrilamida depende principal mente da mass a molecular 
da proteina. De fato, existe uma relapao aproximadamente 
linear entre o logaritmo do peso molecular e a distancia de 
migrapao do complexo pepetfdco-SDS, dependendo csta 
linearidade do percentual de poliacrilamida, 

O sistema-tampao mais cornu mente utilizado para 
geis SDS-PAGE e o Tris-Glicnia, descrito por Lae mm Li, 
1970. Este sistema separa proteinas a um pH elevado, que 
confcrc a vantagem dc sc obter o mmimo de agregado 
entre protefnas c, port an to, uma separa^ao clara mesmo 
com grand es quantidades de proteina sendo carregadas 
no gel. O sistema LaemmLi tern a desvantagem de uma 
conserva^ao relativamente curta. 

Ha um sistema dc gets prontos que utiliza um novo 
si stem a-tampao bascado cm piperidmopropionarmda 
(PPA), que combina maior conservapao com o elevado 
pH de separa^ao do sistema LaemmLi. 

Outros si stem as-tampao tambem podem ser uti¬ 
lizado s, como o Tris-tridna dc Schagger e von jagow 
(1987) para a rcsolu^ao dc polipcptidcos na faixa dc 
peso molecular abaixo de 10 . 000 . 


SDS-PAGE - Uma Revisao 
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Equilibrio das Tiras da Primeira Dimensao 

O passo de equilibrio satura a tira com o sistema- 
tampao requerido para a separate na segunda dimen¬ 
sao, A solu^ao dc equilibrio contem tampao, ureia, 
glicerol, agente redutor, SDS e cor ante. Urn pas so 
adicional de equilibrio substitui o agente redutor por 
iodoacetamida. 


As tiras devem ser posicionadas em tubos e a solu- 
9 I 0 acrescida de DTT (100 mg para cada 10 ml) deve 
ser adicionada as tiras, ticando sob agita^ao por 15 mi¬ 
nutes, Para o segundo passo de equilibrio, a primeira 
soluqao deve ser descartada e uina nova solu^ao (desta 
vez acrescida de iodoacetamida 250 mg /10 mL) e adi¬ 
cionada a tira, para que se fa^a o equilibrio por mais 15 
minutes. 


Componentes da Soluqao de Equilibrio 

A soluqao de equilibrio introduz reagentes neces¬ 
saries para a separate na segunda dimensao. Compo- 
sfoao; SDS a 2 %, Tris-HCl a 50 raM - pH 8 , 8 , ureia 
a 6 M, gliccrol a 30% c azul de bromofcnol a 0 , 002 %. 
DTP c iodoacetamida sao acrcscidos dc forma indivi¬ 
dual, imediatamente antes do uso. 

- Tampao de equilibrio (Tris-HCl a 50 mM, pH 8 , 8 ) 
mantem o pJI da tira em uma faixa apropriada para 
a eletroforese. 

- Ureia (6 M) j unta mente com o glicero 1 , re duz o efei- 
to dc clctrocndosmose por aumentar a viscosidadc 
do tampao. A clctrocndosmose c devida a present a 
de cargas fixas na tira no eampo eletrico e pode in- 
terferir com a transference a de protein as da tira para 
o gel da segunda dimensao. 

- Glicerol (30%), jun tarn ente com a ureia, reduz a ele- 
troendosmose e melhor a a transference da protema 
da primeira para a segunda dimensao. 

- D I P preserva o estado completarnente reduzido 
das protein as desnaturadas, nao alquiladas. 

- SDS desnatura as protein as e forma os complexes 
SDS-protein a. A quant idade de SDS Ugada a protei- 
na e, portanto, a carga negative adicional e dire tame ri¬ 
te proporcionais a massa da protein a. Assirn, a eletro¬ 
forese de proteinas por nieio de um gel seletivo separa 
as protefnas de acordo com sua massa molecular, 

- Iodoacetamida alquila os grupamentos tiois das pro¬ 
tei n as, preven in do sua reoxidaqao durante a eletrofo¬ 
rese. A reoxida^ao da protein a durante a eletroforese 
pode resultar em arraste vertical e outros artefatos. A 
iodoacetamida tambem alquila o DTT residual, para 
prevenir os arrastes pontuais e outros artefatos na co¬ 
lor aqao com prata (Gorg et ah, 1987), A iodoacetami¬ 
da e introduzida em um segundo passo de equilibrio. 

Corante (azul de bromofenol) e utilizado para mo¬ 
nitor ar o progresso da eletroforese. 

Os geis para segunda dimensao ja devem estar pron- 
tos quando for iniciado o equilibrio das tiras. 


Apos o equilibrio, as tiras estao prontas para serem 
posicionadas no gel da segunda dimensao, Uma sol 119 ao 
de agarose a 1% em tampao de corrida e utilizada para 
selar a tira sobre o gel vertical, para que nao se niova 
durante a eletroforese. 

Cada sistema dc eletroforese para a segunda dimen¬ 
sao ira requerer condiqoes especificas para o deslocamen- 
to das proteinas (ver espeeiiieaqao do equipamento). 


Preparo de Geis SDS - Sistemas Verticals 

As instruqoes a seguir empregam os metotos de pre- 
paraqao para geis de SDS-PAGE no sistema Tris-glioma 
de LaemmLi (1970). Os geis verticals sao mais conve¬ 
rge ntemente preparados quando em multiplicidade (va- 
rios geis por vez) em um molde {caster) para van os geis. 


Algumas Considerajoes no Momento de 
se Selecionar a Porcentagem do Gel de 
Acrilamida 

- Porcentagem unica ou em gradiente: quando se uti- 
Jiza um gel em gradiente, o interval© total de se- 
paraqao e 0 mais amplo e 0 linear e maior. Alem 
disso, resulta em band as melhor definidas devido a 
diminuiqao do tamanho do poro que minimiza a di- 
fusao de protein as. Toda via, um gel em gradiente re- 
quer mais habilidade para o preparo. Para instruqoes 
detalhadas, observar o manual do equipamento que 
sera utilizado. Os geis de percentuai unico oferecem 
melhor re sol 119 ao em determinada parte do gel (uma 
janela), refcrente a uma faixa dc peso molecular es- 
pecifica. Um percentuai comumente utilizado para 
eletroforese bidimensional e um gel homogeneo de 
12,5% de acrilamida total, Nao ha nccessidade de 
se fazer um gel dc concerttragao (ou stacking) para 
eletroforese bi dimensional. 

- Quando se opta por fazer um gel homogeneo (de 
porcentagem unica), deve-se observar a faixa de se- 
paraqao desejada para a escolha do percentuai, con- 
forme a tabeia 24,8. 
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Tabela24,8 - Concentra^ao de acrilamida recomendada para separa^ao de proteinas* 


Si Stem a de separa^ao 

% Acrilamida nit gel de separa^ao 

Faixa dc separa^ao (Mr * 10~ 3 } 


5 

36-200 


7,5 

24-200 

I fomogSneo 

10 

14-200 


12,5 

14-100* 


15 

14-60* 


5-15 

14-200 

Gradients 

5-20 

10-200 


10-20 

10-150 


As protcfnas m a lores podem ter dificuldade dc entrar no gel 


Prepara da Solu^ao do Gel 

O volume total de solu^ao a ser preparado depen de 
do tamimho c da espessura do gel, alcm do numero dc 
geis a scr preparado. Um minigel (placas dc 10 * 10,5 
cm) podc consumir dc 10 a 15 mL (para 1 mm c 1,5 mm, 
rcspcctivamente). Uin gel do tamanho-padrao (placas dc 
18 x 16 cm) necessita de 30 a 45 mL de solu^ao, depen- 
dendo da espe&sufa e da laigura dos espa^adofes. 

Cdlculo da formulapdo da solupdo de gel — Nas tu¬ 
be las 24.9 e 24.10 estao descritas as receitas para o 
preparo de 100 mL de sokupao para geis homogeneos 
e 50 mL de cad a soluqao para os geis em gradientc. 

Comopreparar — Em um frasco tipo kitassato, pre- 
parar a soluqao omitindo os catalisadores TEMED e 
persulfate dc a mo mo* AdScionar uma pequena barra 
magnetic a, vedar corn uma rolha de borracha e apt\car 
o vacuo misturando em agitador magnetico por alguns 
minutos. Adicionar os catalisadores, agitar levemen- 
te para nao lbrmar bolhas e carregar os cassetes de gel 
imediatamente. Os cassetes siio preenchidos ate 3 a 10 
mm abaixo da extremidade. Uma pequena cam ad a de 
agua saturada com n-butanol deve scr aplicada sobre o 
gel para garantir que nao 6 card exp os to ao oxigenio c 
com uma perfeita polimeriza^ao, com super fide reta, 
Aguardar cerca de 1 bora para a polimeriza^ao, 

Armazenamento de geis que nao serdo utilizados — 
Quando se faz muitos geis, pode-se querer armazenar 
alguns deles para uma corrida posterior. Entao, eles 
devern ser armazenados a 4°C, em ree ip rente fechado, 
imersos cm uma solu^ao IVis-Cl a 0,375M, pH 8,8, 
SDS a 0,1%, por alguns dias. 

Antes do posicionamento das tiras sobre o gel, a so- 
lu^ao dc agua saturada cm n-butanol deve scr removida, 
a super ficie lavada com agua destilada e posterior me nte 
tampan de corrida* 


Visualizafao e Avalia^ao dos Resultados 

Muitos dos metodos de visualiza^ao para os geis de 
SDS para uma dimensao podem scr aplicados aos geis 
2 D. As segumtes caracteristicas sao dcscjavcis: 

— Alta sensihilidade* 

— Larga faixa linear para quantifica^ao* 

— Compatibilidade com espeetrometria de massas. 

— Baixa toxicidade e seguro para o ambiente. 

Todavia, nenhuma das tenieas potle eontemplar todos 
cstes requerimentos c um labor atorio de 2D deve ter mais 
do que um dos metodos para garantir scus resultados. 

Autorradiografia e um dos metodos de detect ao mais 
sensfveis (na ordem de 200 tg de protein a). Para empregar 
estas tecnicaSj as amostras devem consistir dc protcfnas 
marcadas radiativamente in vivo, usando 3S S, 14 C, 3 H ou, 
no caso de fosfoproteinas, j2 P. O gel e seco e simplesmen- 
te exposto a um filme de rains X ou a um cassete. 

Colorat^ao com prata e a tecnica nao radiativa mais 
scnsfvel (abaixo del ng). A color a^ao com prata e complc- 
xa, com muitos passos, utilizando muitos reagentes cuja 
qualidade e fator mtico para uma boa colora^ao* Reco- 
mcnda-sc o uso dc kits prontos, cm que qualidade dos rea¬ 
gentes c elevada, facil dc utilizar c o rcsultado garantido* 

Omitindo o glutaraldeido da solu^ao de sensibiliza- 
^ao e o formaldefdo da solu^ao de nitrato de prata, a tec- 
nica torna-sc compativel com espeetrometria de mass as. 
Contudo, a scnsibilidade e reduzida, 

Coloradan com Coomassie - apesar de cerca de 50 
a 100 vexes men os sensivel que a colora^ao com prata, e 
um mete do relativamente simples c mais quant it ativo do 
que a Colorado com prata. O Coomassie blue c preferido 
quando as quantidades relativas de protcfnas devem ser 
deter minadas por densitometria. O me to do de colora^ao 
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Tabela 24,9 - Recdtas para o preparo de gets homogen eos* 


Ciincentra^aci ti ti al do gel 

5% 

7,5% 

10% 

12,5% 

15% 

Solufao acrllamidaibis (30:0,8) 

16,7 mL 

25 mL 

33,3 mL 

41,7 mL 

50 mL 

Tris-HCI 1 1,5 M, pH 8,8 

25 mL 

25 mL 

25 mL 

25 mL 

25 mL 

SDS ti 10% 

1 mL 

1 mL 

1 mL 

1 mL 

1 mL 

Agua ultrapura 

56*8 mL 

48,5 mL 

40,2 mL 

31,8 mL 

23,5 mL 

Peisulfkto dc amunio a 10% 

500 pL 

500 pL 

500 pL 

500 pL 

500 pL 

TEMED 

33 pL 

33 pL 

33 pL 

33 jjlL 

33 pL 

Volume total 

100 m I j 

100 mL 

100 mL 

100 m I j 

100 mL 


Tabela 24,10 - Rcceitas para o preparo dc geis 

cm gradiente. 




Solu^ao “leve”, concentra^ao final 

5% 

7,5% 

10% 

12,5% 

1,5% 

Solu^ao ajcrilamida:bis (30:0,8) 

8,4 mL 

12,5 mL 

16,5 mL 

21.0 mL 

25 mL 

Tris-HCI 1 1,5 M pi I 8,8 

1 2,5 mL 

12,5 mL 

12,5 mL 

12,5 mL 

12,5 mL 

SDS a 10% 

500 pL 

500 pL 

50OuL 

■ 

500pL 

500pL 

A 

Agua ultrapura 

28,5 mL 

24,5 mL 

20,0 mL 

16,0 inL 

12,0 mL 

Per suit at o dc amonio a 10% 

170 nL 

170 pL 

170 pL 

170 pL 

170 pL 

TEMED 

17 pL 

17 pL 

17 pL 

17 pL 

17 pL 

Volume total 

50 mL 

50 mL 

50 mL 

50 mL 

50 mL 

Solu^ao “pesada”, conccntracao final 

10% 

12,5% 

15% 

17,5% 

20% 

Solu^SU) amlamidaihis (30:0,8) 

16,7 mL 

21 mL 

25 mL 

29,2 mL 

33,3 mL 

Tris-HCI a l ,5 M pH 8,8 

12,5 mL 

12,5 mL 

12,5 mL 

12,5 mL 

12,5 mL 

SDS a 10% 

500 pL 

500 pL 

500 p L 

500 p L 

500 pL 

Agua ultrapur a 

16,2 mL 

11,7 mL 

7,7 mL 

3,5 mL 

0 mL 

Persulfato dc amonio a 10% 

165 pL 

165 pL 

165 pL 

165 pL 

165 pL 

TEMED 

16,5 pL 

16,5 pL 

16,5 pL 

16,5 pi. 

17 pL 

Volume total 

50 mL 

50 mL 

50 mL 

50 mL 

50 mL 


coloidal e recomendado porque mostra maior sensibilidu- 
de (na ordem de 100 ng de protein a por spot). 

A colora^ao negativa Zinco-Imidazol tern um limitc 
dc dctcc^ao na ordem de aproximadamente 15 ngprotein a/ 
spot e e hem compativel com a espectrometria de massas, 
mas e uma tecnica nao adeqnada a quantifieaqao. 

Analise da Protein a no Spot 

Coleta de Spots {Picking) 

Para as anallses subsequentes, os spots de interesse 
ou todos {dependendo da aplica^ao da tecnica) devem 


ser coletados, descoloridos e tratados para que seja leita a 
identificaqao das proteinas. Este procedimento pode ser 
feito manualmentc (no caso dc poucos spots e geis color .li¬ 
dos) ou dc forma robotizada, para a colcta dc muitos spots 
ou sua coleta a partir de geis com color a^ao flu ore see rite. 

O Ettan Spot Picker 7 M e um si stem a robotizado para 
cole tar automaticamcntc os spots selc cion ados a partir dc 
uma lista gerada por mcio da analise da imagem do gel 
e transferidos para microplacas, nas quais terao os tra- 
tamentos futures. 

Os geis prontos cm suportc plastico (Ettan 
DALT 1M gel ou ExcclGcl 1M ) ou pre parados no lab or a- 
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torio em suporte plastico ou cm vkiro sao corados com 
Coomassie, prata ou corantes fluorescentes (CyDyes 1 VT ) 
com duas marc as de referenda visiveis coladas em cad.a 
gel. Os gels sao escaneados utilizando o ImageScanner 
IT™ ou o Typhoon 71 e analisados utilizando os sof¬ 
twares ImagcMaster 2D Platinum™ ou DeCyder™. 
As po siloes dos spots sele don ados sao exportadas como 
uma lista de coleta ao Ettan Spot Picker™. Os gets 
sao colocados no instrumento sob Ifquido, e a camera 
detecta as marcas de referenda. O software de contro¬ 
le converte as coordenadas do spot em coordenadas de 
coleta e o Ettan Spot Picker™ seleciona e transfere os 
plugs de gel cm microplacas dc 96 escava^ocs. 

Digestao das Protein as 

Para que sc jam analisadas c idcntificadas, as protci- 
nas devem scr digeridas com enzima cspcdfica* dc for¬ 
ma a gcrar urn padrao dc peptideos para scr comparado 
ou I user Ido aos bancos dc dados* Os plugs c geis sao sub- 
metidos a dcscolora^ac, sccagcm c posterior tratamento 
com a enzima (gcralmcntc uma trip sin a que nao seja 
autodigerivcl). Dess a forma, ocorrc a digestao da pro- 
tema dentro do plug dc gel* Os peptfdcos que deixam 
a malba do gel cstao agora presentes no sobrenadante c 
prontos para scr cm analisados, 

O pro cedi mento para a digestao dc spots requer 
muitas ctapas dc lavage m* sccagcm c trocas dc solu^ocs 
c tempo dc incubayao que, manualmcntc, tornam o 
processo inviavcl quando sc trata dc urn grande numcro 
dc amostras. 

O proccdimcnto dc manuscio dc spots podc scr feito 
completamente automatizado com a Ettan Spot Handling 
Workstation™ ou semiautomatizado, utilizando a trans¬ 
fer enda manual das microplacas entre os equipamentos* 

Uma vez que os peptideos for am isolados, faz-se a 
mistura com a niatriz de acido cinamico ou sinaptico para 
analisc cm espectrbmetro dc massa por ioniza^.ao a laser 
assistida por matriz (MALD1 - lomzay ao/d cs scry ao a la¬ 
ser assistida por matriz)* Esta la sc da analisc sera abordada 
cm detalhes no Capitulo 27. 
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25. Analise de Expressao de Protemas Celulares 

Usando Tecnica de Citometria de Fluxo 


Claudia Costa Accor si Pardi 


Introdu^ao 

A citometria cle fluxo e uma tecnica que perm it e 
a car acre rizapao c analise dc particulas cm suspensao, 
com base em multi pi os para metros fist cos, enquanto a 
amostra passa em um fluido por uma fonte de luz. 

O equipamento empregado nest a tecnica e o ci to¬ 
rn ctro dc fluxo, que converte luz cm valores digitals 
quantificados por mcio da aplica^ao dc varios pro¬ 
cesses fisicos, conforme sera explicado em detalhes 
posterior men tc. Basic amen tc, o c ltd metro dc fluxo 
tem tres sistemas que se integrant: fluidico, optico e 
eletrbnico. 

A citometria tem side utilizada como ferramenta 
para os mais di versos campos de cieneias biologkas e 
biomedicas, tais como analise de celulas, proto zoarios, 
microesferas e cromossomos. 



Figura 25.1 - Esquema do foco hidroditiamico do cirnmetro de 
fluxo BDFACSSAria™, Passagem da amostra pclo ponto de intcr- 
roga^So na cciula de fluxo. Adapt a. do dc http:/Avww.bdbiosdenses, 
co m / i m m ucvto me try_systenis/suppor t// trai n in g//on 1 i n e //IT F 


A tecnica de citometria de fluxo per mite a analise 
dc t am an ho c granule sidadc ou complcxidadc interna 
dc cclulas ou particulas, bem como intensidade dc 
fluorescencia. 

Os sistemas fluadicos, opticus e eletronicos intera- 
gem para gcrar as informa^ocs sobre as particulas a sc- 
rem estudadas, 

Sistema Fluidico 

O ponto principal da citometria de fluxo e a analise 
de particulas em fluxo, em uma flleira unica pass an do 
por uma fonte de luz. 

Is to e realizado por um processo fisico chain ado 
foco hidrodinamico, que fornece uni sistema exato e 
reprodutivel, tie modo que cada particula seja medida 
individual men te em oriental ao adequada, enquanto pass a 
at raves de um feixe dc luz focalizado. E dentro da celula dc 
fluxo que a amostra e a solu^ao-tampao (FACSFLOW) 
se encontram. A amostra e injetada no centro do fluxo do 
tampao, form and o o foco hidrodinamico. O dcsenho da 
cclula dc fluxo permite a formapao do foco hidrodinamico 
e tambem a passagem uma a uma das particulas pelo laser 
no ponto de interrogayao (Fig. 25.1). 

A figura 25.2 ilustra o caminho pcrcorrido pci a 
amostra c pclo tampao, que gcra o fluido. 

Sistema Optico 

O sistema optico gcra c colcta os sinais de luz, nos 
quais um conjunto de flltros, lentes e foto mu Itiplic adores 
interagem. A luz utilizada nos citometros de fluxo e o laser 
{light amplification by stimulated emission of radiation), Esta 
fonte de luz c monocromatica, unidirccional c cm fasc. 

Existe pelo menos uma fonte de laser no equipamen¬ 
to, que cmitc luz na diregao do fluxo dc particulas; csta 
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luz atravessa a cor rente de Hquido (fluido), onde estao 
as particular, que podem on nao emitir fluorescenda, A 
luz que incidc sobrc as particular c dispcrsa c colctada 
por dctcctorcs de luz frontal (FSC) c lateral (SSC)* 

O detector FSC d etc eta a luz difratada e gcra dados 
relativos a area da superficie celular. Este parametro e 
de tecta do ao longo do eixo de inddencia da luz, na di- 
recao frontal (Fig. 25.3). 

A luz reflet id a ou reffatada lateral mente e detecta- 
dapelo detector de luz lateral SSC per mite a invest! ga- 
^:ao da eomplexidade interna e granularidade da celula. 
A fluorescencia emitida tambem a 90° da emissao do 
laser e e direcionadapelo si stem a optic o, ate chegar aos 
foto m u 11 ipl ic ado res (PM"F) + 

Os fluorocromos sao molcculas que absorvem a 
luz emitida pclo feixe dc luz (laser) t sao cxcitados cm 
comprimentos dc onda cspecfficos c emitem luz cm 
um comprimento dc onda mais longo do que o de 
excitaqao, 

O equipamento e configurado para aproveitar o 
maxi mo possivel desta fluorescencia. Com um jogo de 
filtros e espelhos, o sinal re suit ante da i liter a^ao laser! 
partial la c dire dona do para dctcctorcs opticos. 


Diversos tipos de filtros sao util izados nos citome¬ 
tros BD. Os filtros de passagem longa {longpass — LP) 
perm item a passagem dc luz maior ou igual ao compri¬ 
mento dc onda cspccifico; os filtros dc passagem curta 
(sh or ip ass — SP) perm item a passagem de luz me nor ou 
igual ao comprimento de onda especffico; existem ainda 
os filtros de passagem dc banda {bandpass - BP) y que 
permitem a passagem de uma faixa de comprimento de 
onda cspccifica (Fig. 25.4). 

Fm con junto com divers os es pel bos, os filtros aju- 
dam a direcionar a fluorescencia para os divers os io- 
tomultiplicadores (FMT) que receberao os sinais de 
comprimentos dc onda cspccificos dc cada fluorescencia 
(FL1 ? FL2, FL3 t FL4) (Fig. 25.5). 

O arranjo dos detectores dos citometros BD atuais 
foi modificado de forma a minimizar a perda dc sinal 
(Fig. 25.6). 

Os fotons emitidos sao captados pclo sistema dc 
detect ao que gera um pul so eletrico proporcional a 
intensidade de luz emitida por cada celula. Por flm, 
os sinais opticos sao convert!dos cm sinais clctronicos 
pro pore ionais e digitalizados para analise por corn- 
put ado r. 
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Figura 25.2 * Esquema ilustrativo do sistema fluidico de um citometro de fluxo Bccton Dickinson (BD). 
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Sistema Eletronico 

Os sinais opticos sao convert idos cm sinais eletronh 
cos proporcionais, que sao os pulses de voltagem. 

O pulso de voltagem e construido com a passagem 
da luz pela particula em fluxo, gerando graficos de vol¬ 
tage m x tempo* Um pul so c provocado qua tide a borda 
dc uma cclula cruza primeiramente o feixe dc laser. 
Quando a celula esta intekamente no trajeto do laser^ o 
sinal maximo e produzido. Assim que a cclula sai do 
feixe de laser, a amplitude do pul so gerado declina. 
Todos os pulses sao avalia^oes momenta a mo men to 



Figura 25.3 - Esquema da tncidenda do laser sobre a parricula em 
fluxo. Parte da luz e detectada cm ESC e parte em SSC, 


da passagem de uma celula ou de uma particula atra- 
ves do feixe de laser (Fig, 25,7), 

Para, cada parametro a ser medido, e construido um 
pulse de voltagem (Fig. 25.8). 

Os pulso s podem scr medidos dc varias manciras. A 
altura de um pulse representa o sinal maximo de uma ce¬ 
lula quando esta atravessa o feixe de laser. A medida da 
area do pulso c um parametro que representa a intensidade 
de fluorescencia por extensao de tempo com mais detalhes 
que a analise simples do pico de fluorescencia requerida por 
um objeto para passar at raves do feixe de laser (Fig. 25,9), 

Analise de Dados 

Os sinais eletronicos de voltagem sao entao converti- 
dos em mimeros. A Socle dade International de Citologia 
Analitica criou um formato de conversao de dados que e 
utilizado para a gcra^ao dc dados na citometria de fluxo* 
Estc formato e o FCS {Flow Cytometry Standard). 

O s dados sao gerados em forma de lista para o com- 
putador, que armazena as informa^ocs dc cada partf- 
cu la* Estes dados podem scr visualizados em diferentes 
formatos graficos. O formato de disposiqao de pontos 
[dot-plot) per mite a compara^ao de dois parametros 

(Fig* 25.10). 

Outro tipo de representa^ao e o grafleo de histogra- 
ma, que permite a visual iza^ao de numero de even to s re¬ 
lation ados a uni simples parametro. O eixo horizontal re- 



Fig nra25.4 - Esquema ilustrativo dos tipos de fLltros qnc compoem o sistema dptieo de um dtometro de fluxo. Filtros de passagem long 
CLP), passagem curta (SP) e passagem de band a (BP). 
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presenta a intensidade crescente do sinal do para metro e o 
eixo vertical represents o numero de eventos (Fig. 25.11). 

Regiocs 

A d dim italic dc regiao (gate) e uma metodologia 
que pode ser utilizada para a analise dc sub populates 
(Fig. 25.12). 

O software de citometria gcra dados reft rentes ao 
numero de eventos contados f porcentagem de partfeu- 
las de cad a regiao delimitada, media, media geome¬ 
tric a, desvio-padrao. Todos estes dados cm conjunto 
lev am aos re suit ados da analise. Caso haja necessidade 
dc contagem absoluta de numero de celulas, podem-se 
usar particulas de referenda junta me nte com a amostra 
c obter o numero abso Into por correlapao* 

Marca^ao de Particulas 

As variaeoes no tamanho e na complexidade inter¬ 
na perm item a classificapao dos d i fere nte s tip os celu¬ 
lares, permitindo dtferenciar, por exemplo, populates 
de linfocitos, monbeitos e neutrbfilos, sem nenbuma 
fluorescencia (Fig, 25.12). Em conjunto com estas 
informapoes, podem-se gerar dados de mareapao de 
fluorescencia das particulas. Na imunofenotipagem, 
por exemplo, as celulas sac marcadas para a identifi- 
capao de populates celulares por sens marc ado res de 
superffeie (sao os c bam ados CDs, de Cluster of Dife- 
rentiaiion), Neste procedi men to, sao utilizados anti- 
corpos monoclonais especfficos, conjugados a fluoro- 
cromos (Fig. 25.13). 

Os anti cor pos sao protemas que rcagem cspccifi- 
camcntc com molcculas conhccidas como antigenos, 
Cada molccula dc anticorpo tem uma cstrutura uni- 
ca que possibilita reagir com uni antfgeno especifico, 
embora todos os anticorpos tenham mesma estrutura 
global, que define a classe das imunoglobulinas. 

Os anticorpos monoclonais sao os mais utilizados 
na tccnica dc citometria, por apresemarem mais espe- 
cificidade ao antfgeno. Sao moleculas produzidas por 
um unico clone de linfocitos R, geralmente e labor ados 
de celulas hi hr id as produtoras de anticorpos, pel a fu- 
sao dc cclulas dc micloma com celulas esplcnicas imu- 
ncs. Tais anticorpos sao conjugados aos fluorocromos 
para uso da tccnica dc citometria dc fluxo. 

Os fluorocromos ap re sen tarn diferentes caracterts- 
ticas de absorpao e emissao de luz, permitindo assim 
que mais de um fluorocromo excitado ou nao por uma 
mesma fonte de luz possa ser usado simultaneamente. 


Por exemplo, os fluorocromos isotiocianato de fluo- 
resceina (FTTC), R-ficoeritrina (R-PF), R-Ficoeritri- 
na cianina 5 (Pe-Cy5) e protein a perinidina clorofil 
(Complexo Proteina Peridininaciorofil PerCP) podem 
ser utilizados no FACSCalibur coni um unico laser de 
ion argonio que emite luz em 488 nm, para a realiza- 
pao de uma analise de ate tres cores simultaneamente. 
Esta mesma fonte de luz e suficiente para excitar os 
tres fluorocromos, que ernitirao luz cm tres diferentes 
comprimentos dc on da. 

Com a adipao de uma se guild a fonte de laser helio- 
neonio (He-NE), que emite luz em 633 nm, e possfvel 
amalisar quatro parametms de fluorescencia alem de 
FSC e SSC. Neste caso, os anticorpos monoclonais sao 
conjugados a fluorocromos como aloficocianina (APC) 
c Texas Red por exemplo. 

Hoje, a Becton Dickinson (BD) disponibiliza equi- 
pamentos capazes de medir ate 15 parametros simulta¬ 
neamente (BD FACS Aria). 

No quadro 25.1 sao descritos alguns dos fluorocro¬ 
mos mais utilizados e suas respectivas faixas de exdta- 
pao e emissao. 

Mais dc um fluorocromo podc ser utilizado simul¬ 
taneamente na citometria de fluxo. Embora os fluoro¬ 
cromos, quando excitados, emitam luz em comprimen¬ 
tos de onda diferentes, pode haver a sobreposipao dos 
espectres (Fig, 2524). 

A sobreposipao dc cores deve scr compcnsada, dc 
modo a resolver a intcrfcrcncia dc um fluorocromo 
sem outro, seja fazendo ajustes no equipamento, seja 
via software. 

Separa^ao Celular ( Sorting ) 

Alguns citometros sao equipados tambem com fer- 
ramentas para a separapao de populates celulares e nao 
somente analise. As particulas podem ser separadas ate 
uma a uma (clonagem). 

A separapao em citometros pode ser meeaniea on 
por carga. Hoje, a velocidade de separapao e muito 
niaior (turbo sorting). Alem disso, podem-se separar ate 
quatro populates simultaneamente. 

Um dos criterios mais utilizados para a separapao 
e o fcnbtipo celular. Basicamente a tccnica consiste 
na marcapao de superffeie das cclulas dc interesse, 
analise por citometria de fluxo e selepao da regiao 
onde el as se en contra m (grafico dot-plot) > e separa¬ 
te das celulas dc interesse. Assim que a celula pas- 
sa pelo laser, a parte eletronica do citometro decide 
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Figura 25,5 - Esquoim do sistema optico do dtomctro do fluxo BD FACSCalibur 7 Adaptado dc: httpi//www.bdbiosdcncC5.com/iin- 

mu nocytometr y - systems/suppor t//trai nlng/A online//ITF. 



Figura 25,6 - Esquema do aminjo cttugonal dos dc tec to res dos 
citometros BD FACS Aria™, Adaptado de: literature lid Bioscien¬ 


ces 23-9640-00 


rapid ament e se esta e uni a celula-alvo, baseada nas 
caractcristicas da regiao sclccionada, Uma vcz dcci- 
didoj a captura c rcalizada c a cclula c enviada para 
o tubo de coleta. 

Aplicafoes 

A citomctria dc fluxo c empregada nos mais diver- 
sos tipos dc aplica^ao: 

Aplica^oes em Laboratdrios Clinicos 

* Imunofenotipagem de celulas CD3/CD4/CDB de 
pacientes T IlV-positivos, 

* Contagcm absolute dc cclula s CD 4 \ 

* Imunofenotipagem de leucemias e linfomas. 

* Anal isc de ciclo eelular e ploidia eni turn ores, 

* Enumerable dc rcticulocitos, 

* Crossmatching (transplantes). 
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Figura 25.7— Esquema da construed da pulso de voltagem. 
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Figura 25*8 - Esquema de conversao dc sinal optico cm eletronko. 



Figura 25.9 - Quantifka^ao do pulso de voltagem. 
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* Emimera^ao de celulas-tronco* 

* Detec^ao de celulas sanguine as residuais. 

* S exage m de espermato zoide s. 

* Separaqao de cromossomos. 

Aplica^oes em Pesquisa 

* Quantifica^ao de expressao de moleculas na superfl- 
cie celular. 

* Estudos de celulas-tronco. 

* Estudos de resistencia a drogas. 

* Estudos de cine tic a celular. 

* Analise de plaquetas. 

* Analise dc microrganismos (bactcrias, parasitas). 

* Estudos de cido celular. 

* Analise de inorte celular e apoptose. 

* Estudo de proteinas fosforiladas. 

* Analise de plancton. 

* De terminal ao e qualificaqao de proliferate celular. 

* Quaritiiicaf ao de infec£oes por parasitas intracelu- 
lares. 

* Detectao de proteinas soluveis com o uso dc micro- 
esferas. 


* Determ i n a£ao da frequenci a de celul as produtoras 

de citocinas, via marcaqao intracitoplasmatica. 

Ensaios para Detcccao de Proteinas 
Intracelulares 

O ensaio de dete09ao de proteinas intracelulares por 
citometria de fluxo consiste na sua marca^ao dentro das 
celulas para posterior analise, Utilizarcmos como exem- 
plo a dctcc^ao dc citocinas. 

PrimeiramentCj as celulas sac estimuladas in vitro? 
para a reativaqao da celula. 

As celulas ativadas apresentam um aumento do re¬ 
tie ulo cndoplasmatico c da sccre^ao dc citocinas pclo 
complexo de Golgi. Para que estas citocinas produzi- 
das nao sejam sec ret ad as antes da analise, sao utilizadas 
proteinas inibidoras de transporte e sec re 9 ao, como mo- 
nensina e brefcldina A. 

O proximo passo e a marcaqao da superficie celu¬ 
lar com anticorpos mono don ais conjugados a iluoro - 
crotnos, para posterior distin^ao da celula produtora dc 
citocinas. 

Ja corn a superficie marc ad a, as celulas sao agora fi- 
xadas com paraformaldeido, permeabilizadas e marca- 
das com anticorpos monoclonais dtocina-especificos, 

Depois dc marcadas, as celulas sao submetidas a 
analise por citomctria dc fluxo. 
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Figura 25.10 - Represenrafjio grdftca tie populates celulares em 
forma de pontos {dot-plot). Cada ponto corresponde a um evento. 
O gratico e dividido em quatro quadrantes, com base nos res ill- 
tados do controle isotfpko (contmle negative): superior esquerdo 
(1), populates positives para a fluorescencia (FL2) (normalmente 
PE) e negativas para a fluorescencia 2 (FLl) (normalmente F1TC); 
superior direito {2) s populates duplo-positivas, positivas para FLl 
e FL2; inferior esquerdo (3), populates negativas para ambas as 
fluorescencias; interior direito (4), populates positivas para FLl e 
negativas para FL2. 


Protocolos 

Marca^'ao fluorescente de. leucocitos de rate ou ca- 
mundongo: 





Figura 25.11 - Grafico do tipo histogram a; n timer o de eve ntos 
(eixo y) x fluorescencia FITC (eixo x). 
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Figura 25.12- Gra£cos dot-plot de populate de celulas sanguineas; esquema de delimitagao de regiio {gate) na popula^ao de linforitos. 
Dados de para metros de tarn an ho (FSC) e granulocidade (SSC). 



Figura 25.1.1 - (A) Esquenm de eelula com moleculas na superficte. (B) Esquema de eelula marcada com anticorpo conjugado a fluoro- 
cromo (complexo anticorpo — CD). 


• Col eta r celulas de tecido preparando uma suspensao 
celular. Celulas sanguineas vermelhas podem ser re- 
mo vidas per Ese ou gradiente de densidade. 

Apos a coleta, lavar as celulas em tampao de lavagem 
(PBS contcndo 1% dc NaN. c 1% dc soro fetal bo~ 
vino) c res suspender o sedimento para uma eonccn- 
traplo de 2 x 10'celulas/mL (10 6 /50 pL). 

* Diluir os anticorpo s primaries (nao marc ad os, bio- 
tinilados ou conjugados a fluorocromos) em tampao 
dc lavagem, na conccntra^ao predeterminada (ver 
cm sugestao para a marca^ao dc uma populacao ce- 
lular), e distribuir em uma micro pi aca de fun do em 
U, em volume de 50 pL, 


* Distribuir 10* celulas (50 pL) em cad a orificio da 
placa que ja contem 50 pL de anticorpo (ou 50 pL 
de tampao para controles negatives), 

* Mi sturar ge nti 1 me n te n o vo rti ce* 

* Incubar a 4°C por 20-40 minutos no escuro* 

* Lavar 2 x com 200 pL de tampao de lavagem (on 
3 x se o anticorpo primario for biotinilado). Dcpois 
de cad a centrifugal ao, 350^ g por 5 minutos, aspirar 
as celulas ou vire a placa rapidamente. Desprender o 
sedimento antes de adidonar o proximo tampao ou 
reage nte secundario. 
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Qiiadrt>25.1 - FluonxTomos e funtes de excita^ao/emissao. 


Fluorocromo 

Ex [nm} 

Em (nm) 

Fluorocromo 

Ex (nm) 

Em (nm) 

Reativos e conjugados 

Alexa Fluor (Sondas Moleculares) 

R-Ficoeritrina 

480, 565 

578 

Alexa Fluor 350 

346 

445 

Conjugados - PE-Cy5 

480,565,650 

670 

Alexa Fluor 430 

430 

545 

Conjugados-PE-Cy7 

480, 565,743 

767 

Alexa Fluor 433 

494 

517 

Co nj u g a d os-AP C- Cy 7 

650, 755 

767 

Alexa Fluor 532 

530 

555 

Red 613 

480, 565 

613 

Alexa Fluor 546 

556 

573 

tsotiocianato de Fluoresceina {FiFC) 

495 

519 

Alexa Fluor 555 

556 

573 

PerCP 

490 

675 

Alexa Fluor 568 

578 

603 

Verm el ho Texas (sulforodarnina 101) 

589 

615 

Alexa Fluor 594 

590 

617 

Alofkocianina (APQ 

650 

660 

Alexa Fluor 633 

621 

639 

Cy (AP Biotech) 

Alexa Fluor 647 

650 

668 

Cy2 

489 

506 

Alexa Fluor 660 

663 

690 

Cy3 

[512)7550 

570; (615) 

Alexa Fluor 680 

679 

702 

Cy3-5 

581 

596; (640) 

Alexa Fluor 700 

696 

719 

Cy5 

(625)7650 

670 

Alexa Fluor 750 

752 

779 

Cy5.5 

675 

694 


Cy7 

743 

767 

Acidos Nucleicos 

Proteinas Fluorescentes 

Hoechst 33342 

343 

483 

Y66F 

360 

508 

DAPI 

345 

455 

Y66H 

360 

442 

Hoechst33253 

345 

478 

EBFP 

380 

440 

5YTOX Blue 

431 

480 

Tipo selvagem para microorganismos 
Oenotipo coni uni para buma nos 

396,475 

508 

Cromornicina A3 

445 

575 

GFPuv 

385 

508 

Mitramicina 

445 

575 

ECFP 

434 

477 

YOYO-1 

491 

509 

AmCyanl 

453 

489 

Verde SYTOX 

504 

523 

Y66W 

436 

485 

Laranja SYTOX 

547 

570 

S65A 

471 

504 

Brometo de Etidio 

493 

620 

S65C 

479 

507 

7-A AD 

546 

647 

565L 

484 

510 

Laranja Acridina 

503 

530,640 

565T 

488 

511 

TOTO-1,TO-PRO-1 

509 

533 

EGFP 

489 

503 

Laranja Tiazol 

510 

530 

ZsGreenl 

493 

505 

lodeto de propidio (PI) 

536 

617 

Evrp 

514 

527 

TOTO-3, TO PRO-3 

642 

661 

ZsYellowl 

527 

539 

LOS 751 

543,590 

712 r 607 

DsRedj DsRedZ(RFP) 

553 

583 

Fun^ao Celular 

Vermelho Ds-monomero 

red fluorescent protein from Discosoma sp 

556 

586 

lndo-1 

361/330 

490/405 

AsRedZ 

576 

592 

Fluo-3 

506 

526 

mRFPI 

584 

607 

DCFH 

505 

535 

HcRedl 

588 

618 

OHR 

505 

534 

Outros 

SNAFIF 

543/579 

587/635 

Monoclorobimane 

380 

461 




Calceina 

496 

517 





Ad aptad o dt; lit tp: //flowcyt. salk, cdu/fLuo.html 

Legenda: Rx: Comprimento de on da do pico de excita^ao (uni); Km: Comprimento de onda do pico de emissao (nm). 
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■ Caso seja us ado urn segundo anticorpo, res suspen¬ 
der o sedimento cm 100 pL do reage ntc secundario 
(avidina-fluorocromo, estreptavidina etc.). For 
exemplo, diluir o anticorpo para pg por 100 pL 
em tampao de lavagem e adicionar cm cada orifTcio 
ressuspenso. 

* Incubar a 4°C por 20-40 minutos no escuro, 

p Lavar 2 * com 200 pL de tampao de lavagem, Usar 
100 pL de tampao de lavagem para ressuspender o 
sedimento e trail sferir para tub os apropriados para 
leitura no citometro con ten do 400 pL de tampao de 
lavagem, A eoncentra^ao final para a leitura devera 
ser de 10'7500 pL. Analisar as celulas em um cito¬ 
metro assim que possivel. 

* Caso nao seja possivel analisar as celulas no final da 
marca^ao, adicionar solufao PBS com 2% de for- 
maldefdo em cada tube, agitar e manter por ate 36 
horas a temper at lira de 2-8 y C. 

Protocol*)para a Marcafdo de Citocinas 

In trad top!asm dti cas 

A metodologia descrita neste protocolo faz o uso de 

celulas mononucleadas de sangue periferico (PBMC), 

Purijicagdo de Celulas Mononucleadas de Sangue 

Periferico (PBMC) 

* Colctar amostras dc sangue por pun^ao intravenosa, 
em tubos Vacutainer contendo he pari na, 

■ Em con didoes de esterilidade, separar o plasma das 
celulas por centrifuga^o 107800 g/ TA. 

* Ressuspender as celulas cm tampao HBSS na pro- 
por^ao 1;1 (partindo-sc dc 10 mL de sangue, ob- 
tern-se 20 mL final de amostra diluida). 

* Montar o gradiente dc densidade (densidade 1,077 
g/mL); em um tubo conico de 50 mL, aplicar deli- 
cadamente/suaveniente a suspensao celular sobre o 
gradiente dc densidade, sem deixar que sc misturem, 
7 mL de Fteoll para cada 20 mL de amostra diluida. 

- Centrifugar por 307900 gl TA, 

“ Recuperar as PBMCs (celulas mononucleates de 
sangue periferico), com o auxdio dc uma pipeta. 

* Ressuspender as celulas rccupcradas cm 40 mL dc 
IIBSS. 

* Centrifugar 6 1 a 800 rpm. 


" Desprezar o sobrenadante contendo plaquetas. 

" Ressuspender as PBMC RPMI complete (RPMI 
1640 contendo 10 % de soro fetal bovine (FCS), 
lOOU/mL dc pcnicilina, 100 pg/mL dc estreptomi- 
cina, 1 mM de piruvato, 0,05 mM de 2 -mercaptoe- 
tanol, 2 mM L-glutamina). 

■ Lavar 2 x neste meio (centrifugar 6 ' a 800 rpm). 

■ Contar a suspensao celular com azul Trypan para 
determtna^ao de viabilidade, 

" Utilizar suspensoes celularcs que apresentaram via- 
bilidade > 95%. 

* Neste momenta, as celulas podem ser congeladas 
em solu^ao de RPMI complete contendo 20 % de 
DM SO (crioprcscrvantc) e m anti das a - 80° C, para 
utilizaqao posterior nos ensaios de citometria dc flu- 
xo (FACS). O con gel amen to das celulas devera ser 
gradual, envoivendo os tubes de congelamento em 
estantes de isopor para levar ao freezer - 8 Q y C. 

Deseongelamento das PBMC 

* Descongelar as PBMC rapidamente em banho a 

37°C. 

* Rctirar a suspensao celular do tube dc congelamento c 
transferir para um rubo conico dc 15 mL, com uma pi¬ 
pe ta sorologica previa mente embebida cm FCS (para 
impedir a aderencia de celulas a parede da pipeta). 

* Adicionar 2 mL de PBS gel ado gota a gpta sobre a 
suspensao celular. 

* Fazerum u cokhao’*de FCS de 1,5 mL sob as celulas* 

* Centrifugar por a a 1,200 rpm* 

* Lavar as celulas em PBS (centrifugar por 5’ a 1.200 
rpm). 

* Contar com azul Trypan para a determina^ao de 
viabllidade. 

Estim ulagdo co m An ti- CD3/An ti- CD2 8 

* Utilizar anticorpos monoclonais anti-CD3 c anti- 
-CD28 para cstimula^ao das PBMC previamente 
ativadas c rcccm-dcscongcladas, para posterior cn- 
saio de marcafao in trace lular. 

* Apl icar as PBMC na concentra^ao de 2 x lOVpo^o, 
diluidas em 2 m L de meio RPMI completo, con¬ 
tendo os anticorpos monoclonais anti-CD3 e antF 
-CD2S, nas concentrates de 2 pg/mL c 1 pg/mL, 
rcspcctivamcntc, cm placasdc24po^os. 

* Incubar as celulas a 37°C em C0 2 a 5% por 7h. 
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Coniprimento de onda (run) 


Figurii 25.14- Espcttro dc cmis&ao dos fluurocromus FITC, PE* PI, APC c PERCF. 


Marcagao de Super fide e Intracitoplasmdtica 

* Adicionar 20 pL/po^o de brefeldina A (inibidor de 
t r an sport e de protein as recem-sintettzadas), na con¬ 
centrate de 1 mg/mL, e a incubar por mais 4 boras 

a 37°C em CO, a 5%. 

2 

* Coletar as celulas da placa com PBS gelado e eentri- 
fugar por 1l + 200 rpm, a 4°C 

* Ressuspender cm 250 pL dc PBS c pkqucar em 
placa de 96 orificios com fundo em U, 25 pL/po^o. 

* Adicionar anticorpos para a marca^ao de superffcie 
(normalmente, marca-se a superffcie celular para 
identifies to c distill t° dc populates cclularcs 
sccrctoras dc citocinas), cm quantidade dc 25 pL/ 
pogo (exemplo, anti-CD4 FITC), em dilui^ao oti- 
ma para o uso, determinada anterior me rite, dilufdos 
em PBS contendo 0,25% dc BSA e 1 mM de azida 
sodica (Fig. 25.13), 

* Incubar a placa por 15'a 4°C. 

* Adicionar 150 pL de PBS gelado e centrifugar a 
placa por 5\ 1.200 rpm, a 4°C. No caso de marca^ao 
indircta (biotina/cstrcptoavidina), c ncccssaria mais 
unia incuba^aOj com e strep to avidina, seguida de 
duas centriiugaqoes por 5'cada, 1.200 rpm, a 4°C. 

* Ressuspender as celulas em 200 pL de formaldeido 
a 2%, diluido em PBS. 

* Incubar por 20* em temperatura ambiente. 

* C entrifiigar por 5 1 } 1.200 rpm a 4° C. 


■ Ressuspender em 200 pL de PBS contendo 0,5% 
dc BSA c 1 mM de azida sodica e incubadas over¬ 
night a 4°C. 

* Centrifugal a placa por 5\ 1.200 rpm, a 4 U C. 

* Ressuspender cm 150 pL de tampao de permeabili- 
za^ao (PBS contendo 0,5% de BSA, 1 mM dc azida 
sodica, 10 % de saponina). 

* Incubar por 10 em temperatura ambiente e centri- 
fugar novamente por 5’, 1.200 rpm, a 4°C. 

* Adicionar 25 pL dos anticorpos monoclonais ci- 
todna-cspcdfic.es, em dilui^ao 6 rim a para o uso, 
determinada an ter i or men te (exemplo, anti-IL-4), 
dilufdos em tampao de permeabiliza^ao. 

* Incubar por 25' em temperatura ambiente e centri- 
fugar 2 vezes por S \ 1.200 rpm, a 4°C (ressuspender 
em 150 pL de tampao de permeabiliza^ao entre as 
lavage ns), 

* Lavar pc la tcrccira vcz com 150 pL de PBS conten¬ 
do 0,5% de BSA e 1 mM de azida sodica. 

* Ressuspender em 400 pL de PBS contendo 0,5% de 
BSA c 1 mM dc azida sodica. 

* Ler em citometro de fluxo BD, utilizando os ca¬ 
nals de flu ore sc end a FL1, FL2 e FL3, para is otic- 
eianato de fluoresce in a (FITC), R-ficoeritrina (PE) 
e Ft co eri trin a conjugada a ci an in as (Cv-chrome) 
(Cy), respectivamente. Analisar as amostras com a 
utiliza^ao do software CellQuest (BD). Delimitar a 
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regiao R1 (gate) no grafico de tamanho (FSC) por 
granulosidade (SSC) contendo a populat^ao dc lin- 
ibcitos a ser analisada dentre as PBMC obtidas. 

Sugestaopara a Marcacdo de uma Populacao Celular 

• Dctcrminar a conccntra^ao btima dc cada anticor¬ 
po, de mo do a atingir a rnaior intensidade de fLuo- 
re seen da com rnenos background possivel, titulando 
em um primeiro experimento entre 1,0 c 0,1 pg dc 
anticorpo por 100 pi, de tampao de lavagem para 
10 6 celuias. 

■ Quando trabalhando com analises muiticolori- 
das, anti cor pcs d ire tarn ente conjugados podem ser 
adidonados simultaneamente, o que c mclhor que 
adiciona-los sequencialmente. 

" Para diminuir as ligafoes ine specific as, que levam a 
um alto background , use bloqueios (Fc block), como 
por exemplo CD32/CD16 cm camundongos* 

• Case os marc adores dc super ficic cstu dados sejam 
muito pouco den sos, e aconselhavel fazer um proto- 
colo de tres passes, para amplificar a marca^ao: usar 
um anticorpo primario purificado, um anti-1g bioti- 
nilado c avidina ou estreptavidina (SAv) conjugada 
ao fluorocromo como terceiro passo. SAv-PE e SAv 
Ficoeritrina conjugada a cianinas (Cy-Chrome) sao 
mais ^brilhantes” que F1TC e podem gerar uma dis¬ 
crim ina^ao mclhor de antigen os de baixa densidade, 
espedalmente na present a de Fc Block para celuias 
de camundongo. 

• Todo experimento deve inclutr controles* Os con¬ 
troles negatives sao amostras das populates celu- 


lares tratadas da mesma forma que as testadas, com 
omissao ou modifica^ao de um dos passes de marca- 
£ao, Exemplos de controles negatives sao celuias nao 
marcadas, celuias expost as ao segundo passo sozi- 
nho, ou celuias expostas aos controles iso tipi cos, que 
devem ser do mesmo iso tip o e i'ormato (exemplo, 
purificado, F1TC, PE) do anticorpo primario. Para 
analise multicolorida, controles de cor tinic.a devem 
ser induidos. 

Mais pro to colo s para citomctria dc fluxo podem scr 

cncontrados na internet; 

http://ww w.b dbios cic ncc s. com/ph a r m i ngen/pro tocols/ 
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Introdu^ao 

Imunoistoquimica ou i mu no cito qufmic a e a tecnica 
que permite a localizapo de moleculas e specific as (an- 
tigenos} em celulas e tecidos utilizando anticorpos. A 
localizapo in loco destes antigcnos cm uma reapo imu¬ 
noistoquimica bascia-se na c sped field ade da rcapo an- 
tfgeno/anticorpo. A tecnica fundamenta-se em preparar 
cuidadosamente o tccido ou a cclula preservando sua 
morfologia c, principalmente, a antigenic id adc dc sc us 
compoiientes (estrutura e a nan jo espacial), para que os 
anticorpos possam recon he ce-los e associar-se a eles. Os 
antigcnos devern scr tambem imobilizados no tecido, 
ou seja, tornados insoliiveis para impedir sua difusao 
durante os procedimentos usuals (Montcro, 2003). 

Estas re apes podem ser realizadas de maneira di- 
reta e nao amplificada (utilizando apenas um anticorpo) 
ou indireta e amplificada (utilizando dois ou mais anti¬ 
corpos) (Renshaw, 2006). No entanto, seja pelo metodo 
direto, seja i rid ire to, anticorpos isolados nao podem ser 
observados em microscopia fotonica on eletronica. Para 
que o complexo antigeno-anticorpo seja observado, e 
necessario que pelo men os um dos an ticorpos ut iliza- 
dos seja previamente conjugado a moleculas visfveis ou 
a moleculas que possam ser visualized as ao micro sc opio 
por mcio dc reapes especfficas. Por exemplo, anticorpos 
podem ser eonjugados a enzimas, que podem ser pos¬ 
terior mente identificadas com tecnicas histo qufmic as 
simples (revclapo) rcagindo com agentes cromogenos 
que conferem colorapo ao complexo. Os anticorpos 
tambem podem ser eonjugados a fluorocromos para 
serem observados em microscopia de fluorescencia ou, 
ainda, a partkulas clctrondcnsas, como o ouro coloidal, 
para observapo cm microscopia eletronica, sem que 
seja necessaria uma etapa de revelapo. Como o pro- 
duto da reapo antfgeno-anticorpo e bastante estavel, 
muitas dcstas reapes podem scr mantidas cm prepa¬ 


rados permanentes, salvo limit apes inerentes a tecnica 
histo qufmic a utilizada, que pode apresentar diminuipo 
dc intensidade ao longo do tempo dc estocagcm* Esta 
tecnica possibilita cxcclentcs c fidedignos rcsultados 
qualitativos cm celulas cultivadas, scopes histologicas 
ou obtidas em criostatu, esfregaps, ou ainda em Cor¬ 
tes ultrafinos para microscopia eletronica; atualmente, 
tambem algum grau de quantificapo pode ser ohtido 
por meio de tecnicas modern as de microscopia e analise 
de imagem (Renshaw, 2006). 

Estrutura e Fun^ao dos Anticorpos 

Os anticorpos sao os principals re agentes e o ponto 
em co mum de tod as as re apes imunoistoquf micas. Es¬ 
tas moleculas pertencem ao grupo proteico das irnuno- 
globulinas e estao presentes no soro; sao produzidas por 
celulas do si stem a imunoldgico em grande quant idade 
quail do o indivfduo entra em con taro com antigcnos, 
ligando-se a estes com alta especificidade* Existem ctn- 
co grandes classes de imunoglobulinas (IgG, IgA, IgM, 
IgD e IgE). No entanto, os anticorpos mais comumente 
utilizados em reapes imunoistoquimicas fazem parte 
do grupo das imunoglobulinas dos tipos G (IgG) e M 
(IgM). Estruturalmente, cad a molecula dc imunoglo- 
bulina c formada por duas cadeias pesadas, scmelhantcs 
entre si (H), e duas cadcias Icves idcnticas (L). Cadeias 
H diferem quanto as caracteristicas estruturais c de 
relacionamento com antigcnos, enquanto as cadeias L 
diferem entre as diferentes subclasses dc imunoglobu¬ 
linas e entre as diferentes especies, Ligapes covalentes 
entre pontes de dissulfeto ligam cadeias H e L e cadeias 
H entre si e estabiiizam as moleculas de imunoglobu¬ 
linas. IgGs tern sido amplamente estudadas e parte de 
sua estrutura foi determinada por estudos utilizando 
digestao enzimatica (Taylor et al., 2002). Tratamento 
cnzimatico com papaina (Fig* 26.1) cliva as ligapes das 
pontes dc suite to na porpo N-terminal da molecula cn- 
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fre as cadeias pesadas, o que resulta ma liber a^ao de tres 
fragmentos: dots fragmentos denominados de Fab {an- 
tigen-binding fragment) e urn fragmento cristall no, Fc 
{cristallim fragment ), Am has as cadeias, leye e pesada, 
da por^ao Fab contem uina regiao variavel e uma cons- 
t a life, sen do que a variavel e re span save! pelo recon he- 
cimento imunologico, ou seja, pela liga^ao especifica 
com um determ inante antigenico ou epitopo, enquanto 
a regiao Fc, con ten do ape n as regibes cons tan tes, pode 
se It gar a receptores teciduais e componentes do sis tern a 
complemento. Sob a a^ao da pepsina (Fig. 26.1), ocorre 
a clivagem da molecula de imunoglobulina na sua por- 
^ao C-terminal gerando um fragmento unico bivalente 
F{ab') 2 * Os fragmentos gerados Fab e F{ab*) 2 tambem 
podem ser utilizados em rea^oes imunoistoquimicas; 
por serem desprovidos do fragmento Fc, tern a vanta- 
gem de eliminar ligapoes ine specific as, eventual me nte 
associadas a esta regiao da molecula de imunoglobullna 
(Davies et al., 1990), 

Em to da rea^ao imunocitoqufmica utilizamos um 
anticorpo primario, que e o responsavel pelo reco nil ea¬ 
rn ento do antigeno pesquisado* Se este anticorpo ja es- 
tiver acoplado a uma molecula que perm it a sua identifi- 
ca^ao (enzima, fluoroeromo etcj, esta rea^ao e cbamada 
de direta, Caso nao esteja, e necessaria a utifiza^ao de 
um segundo anticorpo con fen do moleculas idenftfica- 
veis. Este segundo anticorpo denominado de secunda- 
rio reconbece imunoglobulinas do animal em que oan- 
ticorpo primario foi produzido (Fc, con served a dentro 
da especie) e desta forma reconhece e liga-se especifica- 
mente ao anticorpo primario; neste case identifiea-se o 
anticorpo secundario ligado ao primario c esta rca^ao c 
designada indircta. 

O anticorpo primario utilizado pode ser de dois ti- 
pos: policlonal ou monoclonal (Polak e Van Noordien, 
1986), O anticorpo monoclonal reconhece no antigeno, 
de forma e specific a, um unico epitopo ou sitio antige- 
nico, regiao esta gcralmente constituida por 8 a 10 ami- 
noacidos (Fig. 26.2*. Este anticorpo c produzido por 
urn tinico clone dc celuias originadas da fusao entre as 
celuias da linhagem plasmocitaria do animal imunizado 
e celuias de linhagem tumoral (hibridoma). O anticorpo 
policlonal, por sua vcz, e const it uido por uma mistura 
dc anticorpos que reconhecem d ifc rentes e pit op os dc 
um mesmo antigeno (Fig, 26,2). O soro de um animal 
sensibilizado por um antigeno produz diferentes e cs- 
pccificas imunoglobulinas para cad a um dos numerosos 
sitios antigenicos de uma molecula-alvo. 

Os anticorpos monoclonais tent a vantagem da ho¬ 
mo geneidade das reaves devido a sua a It a espec.iiiei- 


dade (ligam-se a ape nas uma regiao do antigeno e nao 
incluem outros anticorpos, que podem eventual mente 
reconhecer epitopos que nao pertencem as mole eu las- 
-alvo). Em decorrencia desta espeeificidade, entretanto, 
pode haver uma rea^ao positiva insatisfatoria ou pouco 
intensa, de dificil observa^ao. Ja os anticorpos policlo- 
nais gcram uma rca^.ao mais intensa na medida cm que 
reconhecem e reagem com varios epitopos dc uma mes- 
ma molecula, porem, como explicado acima, nao raro, 
podem se ligar a epitopos de moleculas estruturalmente 
scmclhantcs as do antigeno desejado, gerando rca^ocs 
incspcdficas (rca^ocs cruzadas). Estas readies podem 
ser removidas por meio de rea^oes de ad sort; ao espe- 
cificas. Uma vantagem das reaches em que anticorpos 
polidonais sao utilizados c a grande possibilidadc dc 
rca^ao mesmo que alguns epitopos tenham sido modi¬ 
fier dos peios procedimentos histologicos de rot in a. Na 
rea^ao com anticorpos monoclonais, que tern como alvo 
apeiias um unico epitopo, e precise certificar-se qua is 
procedimentos podem ser realizados sem que ocorra 
niodificat^ao da estrutura do epitopo em questao. Para 
testar inicialmente um anticorpo primario, e recomen- 
dive! incluir diferentes dilui^oes (1:25, 1:50, 1:100 e 
1:200) em intervalos de pi I de 6,0 a 8,6 em solu^oes 
que nao conte nil am NaCl, como c o caso do tampao 
fosfato-salina, embora este seja amplamente utilizado 
(Davies, et ah, 1990; Boenisch, 1999). 

Estas possibilidades e as carat:terfsticas do antigeno 
torn am cada rea^ao unica e me re cede ra de extremo cui- 
dado e aten^.ao para a escolha dos anticorpos primaries 
e para o estabeledmcnto dos critcrios que devem ser 
considerados para tomar uma rea^ao imunoistoqui mica 
eficaz e fidedigna (Tabela 26/1). 

A visualiza^ao da reat^ao antigeno-anticorpo em 
uma rca^ao imunoistoquimica tambem depende da 
afinidade do anticorpo ao epitopo. Esta propriedade e 
determinada pela sequencia de aminoacidos da regiao 
variavel da cadcia pc sad a da imu noglobulin a c pela ca- 
pacidadc desta regiao dc inter agir c specific amen tc com 
o epitopo. Isto envolve tambem intera^oes ibnicas, formas 
de van der Waals e pontes de hidrogenio entre o epitopo 
c esta regiao (Wilson, 1991). Anticorpos dc alta afinida- 
dc podem scr utilizados cm baixas concentrates c difi- 
cilmente se dissociam do epitopo se as condi^oes forem 
adequadamente rnantidas. Nesta fase, eon didoes que 
favore^am o cnfraquccimcnto da liga^ao antigeno-anti- 
corpo (que c uma rea^ao reversivel) devem scr evitadas, 
tais como utiliza^ao de altas concentra^oes de sais nos 
tampoes de lavagem e processamento dos materials, al¬ 
tas temperaturas, baixo pTl e lavagens muito drasticas 
das amostras. 
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Figiira 26*1 - Estrutura da mo I ecu la de imunoglobulma G (TgG), (A) A mol ecu! a e constitufda por duas cadeias pesadas (H) ligadas entre 
si por pontes dissulfcto c duas cadeias loves (L), As setas indie am pontos do divagern com papafna (a) o com pepsi na (b). (B) Fragmeiitos 
gerados pela digestao com papafna: fragmetitos Fab — regiao variavel da molecula do antieorpo que se liga ao de term in ante anrigenico e 
fragmento Fc - regiio conservada do antieorpo que so liga ao teddo c/ou a protein as do sistema eomplemcnto, (v o c) r rc speed vamente, 
in dicam as regioes variaveis e cons ran tes da IgG. (C) Fragmento F(ab s ) 2 gerado apds digestao enzimarica com pepsi na. Sob esta a^ao 
en/irnatica, o fragmento Fc e destrufdo. 




Figura 26.2 - Tipos de anticorpos. (A) Anticorpos policlonais sao misturas de itnu noglobullnas (1-7) que reconhecetn diferentes epftopos 
(A-H) de um antigeno. (B) Anticorpos monoclonais, por sua vez, sao misturas de imunoglobulinas identreas produzidas a partir de urn 
unico clone de celulas contra 1 unieo epltopo em um antigeno. 


Tabula 2 6.1 - C aracteristicas dos anticorpos monoclonais e policlonais quanto ao desempenho em rea^oes imunoistoquimicas. 


Cur acted sticks 

Anticorpos monoclonais 

Anticorpos policlonais 

Ligapao com antigeno 

Reconhecem apenas um epltopo em um 
antigeno 

Reconhecem varies epltopos em um antigeno 

Intcnsidadc da rea^ao 

Me nos in tens a 

Mais interna 

Reatividadc cruzada 

Normalmcntc muito fraca ou inexistente 

Pode ooorrer 

Rea^ao de fun do 

Fraca ou inexistente 

Pode ocorret 

Scnsibilidade 

Maior scnsibilidade 

Me nor scnsibilidade 

I mu noglo b u li nas 

Pcrtenccm a uraa unica classc ou subtipo 
(homogeneos) 

Classes ou subtipos varied os 

Rcprodutibilidade 

Muito boa 

Podcm variar dc acordo com o lotc e qu alidade do antieorpo 

Variaveis ambientais 

Mais scnsivcis a variapoes do eoncentrapao, 
pi [ e femperatura 

Me nos scnsivcis a variances dc concentrapao, pH c 
femperatura 

Fixapao 

Epitopo unieo pode ser suscetivel a fixado- 
res. Resultados negatives tern que ser con¬ 
firm ados em materia is a fresco on man tides 
sob congelamento 

Geralmente com reatividade adequada mesmo apds uso de 
fbrniol 
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Embora sob condiybes ideais, a rea^ao antigeno- 
-anticorpo possa ser cstabelecida rapidamente, deve-se 
considerar que as conduces de uma rea^ao imunoisto- 
qumfica utilizando amostras fixadas e processadas para 
mclusao em parafina ou outras resin as nao sao idea is. 
Dependendo destas con didoes {e de outras, tais como 
a concentrate utilizada do anticorpo e a temperatura 
da rea^ao), podem ser necessaries extensos periodos de 
ate 48 boras para que se atinja o maximo de reatividade 
ou o uso de altas concentraqoes do anticorpo. No en- 
tanto, o uso de altas eoneentracoes por periodos curtos 
deve ser consider ado sempre que passive!, para se evitar 
a formaqao de rca^oes inespecificas. 

Metodos Imunoistoquimlcos 

Como refer id o anterior me ntc, a rcacao imutiocito- 
qufmica podc ser rcalizada dc modo dircto ou indircto 
c utilizar dif'erentes formas de visualiza^ao do complexo 
antigeno-anticorpo* Aqui descrevcmos alguns dos me¬ 
todos mais utilizados em imunoistoquimiea para obser- 
va^ao em microscopia de luz conventional, em mieros- 
copia eletronica e em microscopia de fluoresce ncia, alem 
das vantage ns e desvantagens de cad a me to do. Lem War 
que a escolha do metodo a ser utilizado deve considerar 
o antigeno que esta sendo mvestrigado, as caractertsticas 
do anticorpo primario disponivel, o grau de sen sib did a- 
de exigido pel a rea^ao, o tempo para exeeu^ao da rea- 
^ao, o P i i e o custo dos reagentes utilizados (Boenisch, 
1999, 2001). 

Formas de Visualizaf ao do Complexo 
Antigeno-anticorpo 

Metodo Imunoenzimatico 

Enzimas sao protein as que possuem apropriedade de 
catalisar rca^oes quimicas. Nas rea^oes imunoistoquimi- 
cas, etas podem ser eonjugadas a anticorpos e posterior- 
mente reveladas, por meio de rea^oes enzirm-substrate 
capazes de converter subs tan ci as incolores em produtos 
finals coloridos, como uma forma dc permitir a localiza- 
^ao do anticorpo. Os metodos que utilizam estas reaqoes 
sao denominados dc imunocnzimaticos (Shi ct al, 1988; 
Milde et al., 1989). Nestes metodos, geralmente sao utili- 
zadas as enzimas peroxidase, cxtrafda das raizes do raba- 
net e (HRP — horseradish peroxidase), e a fosfatase alcaliria 
(Ai 1 - alkaline phosphatase)^ extra ida dc inrestino bovino. 

A peroxidase e uma enzima dc 40 kDa que podc 
ser histoquimicamente visualizada por meio da rea- 
^ao com o peroxide de hidrogenio e posterior oxida- 


£ao de urn componente doador de eletrons, o que gera 
um precipitado visivel, insoluvel e marrom-escuro no 
sftio da reaqao enzimatica. Existem varies doadores 
de eletrons que quando ox id a dos geram precipitados 
insoluveis coloridos e que por esta razao sao chama- 
dos dc cromogcnos* Dcntrc estes, o mais utilizado c 
o DAB (3,3’ — tctraclorcto dc diaminobenzidina, que 
produz um prod uto marrom), por rcsistir a proc.cdi- 
mentos histologicos, pci a possibilidade dc scr visuali- 
zado em preparados ultraestruturais e pela intensidade 
de sua rea^ao. Tambem sao frequentemente utilizados 
o ARC (2,3-arnino-9-eti1carbazo1, com um produto 
final avermelhado), o CN (4-cloro-l-naftol, que gera 
um produto final azul) e o reagente de Idanker-Yates 
(^-fenile nodi amino diidrocloridro/pirocateeol, de cor 
azul-escura). Entre estes, o unieo insoluvel em alcool 
c o reagente dc Hanker-Yates, de modo que cuidados 
devcm scr tornados para nao desidratar o material apos 
esta rea^ao. A tecnica da i mu no peroxidase tambem c 
a de quad a para a deteeqao u It raestru rural dc antigenos. 
O precipitado form ado como produto desta rea^ao 
enzimatica e insoluvel e eletrondenso. O bloqueio da 
peroxidase endogena requer a utiliza^ao de peroxide 
dc hidrogenio ctn quantidadcs exccssivas na ausen- 
cia do cromogeno. Dessa forma, a liga^ao peroxidase 
end eigen aperoxi do de hidrogenio inibe a a<pao enzi¬ 
matica endogena, e a tin ica enzima a ser revel ada e a 
introduzida na amostra coniugada ao anticorpo (Shi ct 
al, 1988). 

A enzima fosfatase alcalina (100 kDa) remove por 
hid roli se e trails fere grupos ibsfatos de es teres organicos 
(substrato) em pH alcalino, formando fenois e fosfatos, 
produtos soluveis e sem cor. Para serem visualizados, os 
fenois rcsultantcs devcm rcagir com agentes dc captura 
como os sais dc diazonio formando cor antes insoluveis, 
coloridos c, por tan to, visivcis ao microscopic dc luz. A 
fosfatase alcalina endogena e in ibid a pelo levamisol, o 
qual pode ser incorporado ao meio de incuba^ao da re- 
a^ao, uma vez que nao age sobre a fosfatase alcalina de 
bovinos conjugada ao anticorpo. Como substrates, sao 
cornu mente utilizados o naftol AS-MX fosfato, o naftol 
AS-BI fostato e o naftol AS-TR fosfato. Em associa- 
9 ao, sao frequentemente utilizados como cromogenos o 
Fast Red TR e o Fast Blue BE, tomando-se o cui dado 
de evitar o eta no 1 e outros solve ntes organicos apos seu 
uso* Como Qp^ao para preparados mais duravcis, podc- 
-sc utilizar tambem Ne<w Fuchsm como cromogeno, cujo 
produto e resistente ao etanol e outros solventcs (Taylor 
et al*, 2002). 
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Inmnofluorescencia 

Alternativamente ao metodo imunoenzimaticO tam- 
bem p ode in sci utilizados fiuorocromos para a observa- 
yao das rcayocs imimoistoquimicas sob microscopia dc 
fluoresce nci a. O uso de anti corpus conjugados com flu- 
orocromos, dess a form a , caracteriza a teen ica da i mu- 
no flu ore see nci a. Os fiuorocromos cxcitados pcla luz 
polarizada (tungstenio-halogenioj mercuric ou lasers) 
do micros cop io de fluorescencia emitem luz por deter- 
min ado periodo; esta, por sua vez> pode ser visual iz a- 
da utilizando-se filtros na frequenda dc ouda adequa- 
da. Atualmente, uma grande variedadc de fiuorocromos 
pode set comereialnierate en eon trad a’ os naturals mats 
cornu me nte utilizados sao a fluorescein a (verde) e a roda- 
mina (vermelho) e ? entre os sinteticos, o Cy2 (verde) e o 
Cv3 (vermelho:', Para a utilizayao de filtros ( 11 a microsco¬ 
pia de fluoresce nci a) e lasers apropriados (na microscopia 
confocal) para a excitayao dos fiuorocromos 7 e necessa- 
rio conheccr-se o espectro de excitayao e a cmissao dc luz 
destas moleculas. A tabela 26.2 mostra estas earaetcris- 
ticas para os principals fluoroforos utilizados em micros¬ 
copia de fluorescencia ou em microscopia de con foe ali¬ 


dade, Se a marc ay ao for citoplasmatica, pode-se ainda 
realizar contracolorayoes com fluoroforos de afinidade 
natural ao DNA, tais eomo Hoechst, DAPI (4 7 6-diami- 
dino-2-fcnilindol),. brometo dc ctfdio c iodeto dc propf- 
dco (Coons e Kaplan, 1950). 

Metodo Imunocoloidal 

O uso de partfculas de ouro col oi dal, principal men te 
para imunocitoquimica (imunoistoquimica ultraestrutu- 
ral), fbi introduzido por Faulk c Taylor cm 197L Dcs- 
dc entao, 0 uso do ouro coloidal tem sido amplamcntc 
utilizado para a detecyao de antfgenos celu lares devido a 
sua caracteristica particulada e densa ? por ser facilmente 
identificavel a microscopia eletronica, por apresentar di¬ 
men sees adequadas e nao obstruir a visualizayao da es- 
trutura a que esta ligado, por ser encontrado cm diferen- 
tes dimensoes e, portanto, pennitir niarcaydes multiplas 
cm um mesmo tccido (partieulas dc varies dimensoes as- 
sociadas a difcrcntcs anticorpos primarios), por permirir 
a quantificayao dos resultados e por ser facilmente conju- 
gado a imunoglobulinas ou protema A, 


Tahela 26.2 — Espectro maxi mo fie excitacao (Ex) 
ccncia ou em microscopia dc confocalidade. 

e emissao (Em) em 

rpri dos principals 

fluoroforos utilizados cm microscopia dc fluores- 


Ex (pm) 

Km (turn) 

MW 

Fluorescein a, FITC 

495 

519 

389 

Ro dii mi na, T RI' 1 C 

547 

572 

444 

Texas Vermelho 

589 

615 

625 

Colora^oes com cianina 

Cy2 (cianina 2) 

489 

506 

714 

Cy3 (i ndocarbon oci an ina) 

550 

570 

767 

Cy3.5 

n* 

581 

596 

1102 

Cy 5 (indodica rb ocian i ria) 

650 

670 

792 

Cy5.5 

675 

694 

1128 

Cy7 (cianina 7) 

743 

767 

818 

Para cuntracolorayao nuclear 

Hoechst 33342 

343 

483 

616 

DAP! 

34.5 

455 


Hoechst 33258 

345 

478 

624 

SYTOXAzui 

431 

480 

-400 

SYTOX-Vcrdc 

504 

523 

-600 

SYTOX-Laranja 

547 

570 

-500 

Brometo dc etidio 

493 

620 

394 

Laranja de acridina 

503 

530/640 


I ode to de prop 1 dec (PI) 

5.36 

617 

668,4 
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Embora muitas teen teas estejam descritas na literatu- 
ra (Nagle et al., 1983; Bullock e Petrusz, 1989), as mats 
comumente uttlizadas sao a direta, cm que o anticorpo 
primario esta diretamente as sod ado a particula de ouro, 
ou a in direta,, cm que sao os anti corpus secundarios que 
estao ligados a estas parttculas* Estas reaches podetn ser 
diretamente realizadas em cartes ultrafinos de material 
processado para microscopia eletronica, desde que os 
cut dados para, a manuten^ao da antigen icidade (uso de 
fix ado res e tempts de hxa^ao adequados ou ainda de resi- 
n as especiais) ten ham si do tornados. Em geral, oferecem 
resultados de excel ente qualidade e resol u^ao. 

A utiliza^ao desta teen tea ein cortes dc pa rail n a 
requer alguns ajustes para a visualiza^ao adequada das 
particular que medem de 1 a 15 qm de diametro, e que, 
portanto, sao muito pequenas para uma resolu^ao ade- 
quada a microscopia de luz (ML) (Fegurson et ah, 1998), 
Nestas reaches, uma rea^ao adictonal final e introduzida 
ao sistema: uma mistura de lactato de prata (formatao de 
depositos de prata sobre a particula de ouro torn an do-a 
mat or e passtvel de ser visual izada a ML), hidroquinona 
(redu^ao e enegrecimento dos sais de prata) e goma-ara¬ 
ble a (bloqueio do processo de autonuclea^ao da prata, o 
que evita a forma^ao de res (duos celulares). 

Varia^ao desta teen tea tnclui a conjugal ao de par¬ 
ticular de ouro coloidal a protefna A (produztda por 
Staphylococcus aureus), em substitute a associa^ao com 
um anticorpo secundario, Tsto se baseta no fato de que 
a protefna A e um polipeptideo com especial afinida- 
de pela fra^ao Fc de imuno globulin as, principal mente 
TgGs, Esta afinidade varia com a especie em que o an¬ 
ti eorpo foi produzido; por exemplo, a protefna A tern 
mat or afinidade por TgG de coelho do que de IgG de 
camundongo (para mais detalhes sobre o uso de ouro 
coloidal conjugado a protefna A, ver Pound, 1998), 

Reafdes Imunoistoquimicas 

Metodo Direto 

Neste metodo utiliza-se o anticorpo primario que, 
e specilic.ii mente, reconhece a molecuk-alvo na amostra, 
conjugado a uma enzima (peroxidase, fosfatase alcalina 
etc.) ou a um iluorocromo ou, ainda, a outro tipo de 
mareador visivel (ferritina, ouro coloidal) em sua por^ao 
Fc (Fig. 26.3). Como este metodo utiliza apenas um an¬ 
ticorpo, a probabilidade da ocorrencia de rea^oes ines- 
pecificas ou de fundo e baixa. No entanto, o metodo 
direto re suit a em rea<;.6es especilic.as mais fracas do que 
as obtidas com o metodo indireto, alem de ser mais dis¬ 
pend io so, o que torn a sua utilizacao menos frequente. 


Metodo Indireto 

Utilizando mais dc um anticorpo conjugado a uma 
enzima 

No metodo indireto dc prepara^ao dc uma rca^ao 
imunoistoquimica, alem do anticorpo primario, sao 
tambem utiliza dos anticorpos secundarios (anticorpo s 
que reconhecem a porgao Fc do anticorpo primario) c 
eventual mente anticorpos terciarios (contra a por^ao Fab 
do anticorpo secundario). Nestas rea^des, sao estes an¬ 
ticorpos (secundarios ou terciarios) que sao conjugados 
a enzimas, fiuorocromos ou mareadores para sua poste¬ 
rior dctcc^ao, A estrategia do sistema utiliza incuba^dcs 
succssivas, inicialmente com o anticorpo primario nao 
conjugado, seguido pelo anticorpo secundario conjuga¬ 
do a uma molecula para sua evidencia (Fig. 26.4). 

Estes metodos sao mais vers ate is que o direto, pois 
uma ampla variedade de anticorpos primaries pode ser 
util Izada com um mesmo anticorpo secundario c/ou 
terciario, Alem disso, a intensidade da rca^ao c maior, 
na medida cm que varias molcculas dc anticorpo secun¬ 
dario pode in reagir com mais de um epitope na regiao 
Fc do anticorpo primario, aumentando assim o nume¬ 
re de molecuias de enzima na rea^ao. A intensidade da 
rea^ao e ainda maior quando se utiliza um anticorpo 
terciario. No entanto, quanto maior o mimero de anti¬ 
corpos utilizados, maior a probabilidade de ocorrencia 
de rea^oes inespecfficas ou de rea^oes cruzadas entre os 
anticorpos e as imunoglobulinas teciduais do especime, 
Esta reatividade cruzada,. no entanto, pode ser inibida 
por meio da pre-adsorsao do anticorpo secundario com 
imunoglobulinas da ruesma especie do antfgeno inves- 
tigado. 

Utilizando tecnicas Antienzima-enzima 

para Ampliticar a Reafao 

Estes metodos, tambem denominados metodos do 
anticorpo nao marc ado, utilizam um anticorpo prima¬ 
rio nao conjugado seguido de um anticorpo secundario 
tambem nao marcado e um complexo anticorpo an¬ 
tienzima-enzima, O anticorpo primario e o anticorpo 
do complexo antienzima-enzima devem ser obtidos na 
mesma especie para que o anticorpo secundario se ligue 
atraves de suas por^oes Fab as por^oes Fc dos dois anti¬ 
corpos (Fig, 26.5), 

Os metodos utilizando anticorpos nao marcados 
sao denominados con for me o complexo imunoenzima- 
tico utilizado. Assim sendo, no metodo PAP utiliza-se 
o complexo Peroxidase-Anti-Peroxidase, e no metodo 
APAAP, o complexo Fosfatase Alcalina-Anti-Fosfatase 
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Figura 26. 3 - Si sterna direto de detecfio do andgeno em resides imunoistoquf micas. O anticorpo primario qme pode ser conpigado a lima 
enzima (A) ou a um fluorocromo (H) na suapor^ao Fc reconhecc cspecificamcnte o anti gene at raves de sua por^ao variavcl Fab, 




Enzima ou fluorocromo 
Anticorpo prim uric 

Anticorpo secundario 


Anticorpo terceario 
Epitopos 


Figura 26 A - Sistemas indirctos de detcccao do antigeno. (A) Sistema de detcc^ao indireta de dois passos, no qua! o anticorpo second a no 
csta conjugado a uma enzima para sua posterior detectao. (B) Sistema de dcteccao indireta de tres p ass-os, no qual e o anticorpo terciario 
quo esta eonjugado a uina enzima. 




O Enzima 








Anticorpo primario 
(lgGx) 


Anticorpo secundario 



Anticorpo terceario (lgGx) 
{anti enzima) 


Epitopos 


Figura 26.5 - Me to do de detec^ao indireta do complexo imunoenzimatico. Neste procedimento, utiliza-se a enzima e um anticorpo anti- 
enzima. O anticorpo secundaria reconhece a porgao Fc do anticorpo primario e do terciario, que e o anticorpo antienzima ja associado a 
seu antigeno, a enzima. 
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A leal in a. Estes metodos sao inais sensjveis do que os 
descritos anterior me nte p or que sao base ados na alt a 
afinidade do anticorpo terciario a enzima (antigeno), 
confer in do maior estabilidade ao complexo, alem de 
au men tar relevantemente a quantidade de mole c id as de 
enzima cm cada sltio antigen ico-alvo* 

Utilizando os complexes estreptavidina-hiotina on 
av idi n a-bio fin a 

Metodos imunoistoqufmieos tambem podem ser 
bascados na aka afinidade que a estrept avidina, prove - 
iiiente do Streptomyces avidinii, e a. avidina, proven iente 
do albumenj tern pela biotina (Giorno, 1984; Oros et 
al. ? 1996). A mb as possuem quatro sitios de liga^ao para 
a biotina. No entanto, a avidina tern a desvantagem de 
ser uma glicoprotema e associar-se inespcciiieamentc a 
componentes teciduais carregados lie gat ivanien teem pi I 
lisiologico e por is to tem sido sub s tit u id a pela e strep ta- 
vidina. Os m etodos ut i 1 i z a n do o si stem a est reptavi di n a- 
biotina sao rnais sensiveis que os metodos PAP e APA- 
AP e, por este inotivo, tem sido bastante utilizados. 

Geralmente, utiliza-se o metodo enzimatico asso- 
ciado ao complcxo estreptav id ina-biotina {ABC-avidin 
biotin complex) ou simplesmente a estreptavidina. Nestes 
procedimentos, segue-se a ineuba^ao com o anticorpo 
primario, incuba^ao com o anticorpo sccundario bio¬ 
tin ilado (contra a porqao Fc do anticorpo primario) e, 
subsequent me nte, a adi^ao do complcxo cnzima-cs- 
treptavidina ou biotina-estreptavidina-en-zima. Ambos 
sc ligam a biotitia do anticorpo sccundario, mas a pre¬ 


sent^ da biotina no complexo amplifica grandemente 
a rea^ao (Fig. 26.6). As enzimas mais utilized as sao a 
peroxidase e a fosfatase alcalina. 

Utilizando anti carp os conjugados ajluorocromos 

Metodos imunofluorescentes tambem podem ser do 
tipo direto ou indireto, seguindo os mesmos principios 
do metodo imunocnzimatico, cm que as enzimas sao 
substituIdas por fluorocromos nos anticorpos primarios, 
sccundarios ou mesmo tcrciarios* Tambem podem ser 
empregados anticorpos primaries, sccundarios ou ter- 
ciarios biotinilados e estrept avidina conjugada a um 
fluorocromo. 

Controles 

Controles teciduais e dos reagentes utilizados sao 
fundamentals para a adequada interpreta^ao dos re.su 1- 
tados de realties imunoistoquimicas. 

Para se assegurar que os anticorpos sccundarios e 
primarios sejam especfficos quanto as suas liga^des com 
os epitopos-alvo, controles teciduais que sabidamente 
content e nao content estes epitopes devent ser simuka¬ 
rt ea me nte test ados. Tecidos contr ole-positives tambem 
deve.m ser utilizados para determinar as concentrates 
ideals dos anticorpos e outros detalhcs metodo! dgicos 
importanteSj como, por exemplo, a a^ao de diferentes 
fix adores e tempos de incuba^ao, e litre outros. Anticor¬ 
pos sccundarios melhores sao aquclcs submet id os a ad- 
sorcao por afinidade, o que impede sua adesao dc forma 
nao cspcctfica a protemas teciduais cm gcral. 


1 v 

Peroxidase 


*■ Estreptavidina 

. *k 

Biotina 


Anticorpo prim A Ho 

IF 

Anticorpo secundirto 

EpHopos 

A B 



Figura 26.6 - Metodo de detec^ao indireto utilizando o complexo estreptavidina-biotina. Em ambos os niodelos, o anticorpo secundaria 
biotin ilado foi adkionado ao sistema apbs a incub a^ao com o anticorpo primario nao marcado. (A) Hii amplib.ca(;ao do sistema na me did a 
em que a biotina do anticorpo secundario estabelece relates com o complexo estreptavidina-peroxidase (ABC). (B) Este modelo e seme- 
Ihante ao observado em A, no entanto a rea^ao e iimitas vezes amplificada devido a format ao de grander complexos de molecular apos a 
adi^ao de biotina-estreptavidina-peroxidase (LSAB). 
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Controles i nternos tambem devem ser realizados nas 
amostras de tecido-alvo, por meio de reapoes imunois- 
toquimlcas para outras proteinas sabidamente presen- 
tes como uma forma de availar as condipoes teciduals. 
Estes resultados sao particularmente impnrtantes para 
calibrar as con diodes de fixapao e outras manipulapoes 
a que o material esta sujeito antes de se inidar a reapao 
imu noi stoq uimic a. 

Para assegurar a espedfiddade do anticorpo pri¬ 
mario, pode-se realizar a reapao imunoistoquimica 
omitindo-se a incub apao com este reagente. Mel bores 
resultados, entretanto, sao obtidos quando a incubapao 
com o anticorpo primario e substitut'd a pela propria 
frapao do anticorpo primario ou antissoro submetido 
previamcnte a adsorpao de afinidade com o antigeno 
purificado, Outras possibilidades mais rapidas c dc bai- 
xo custo incluem a incubapao com o soro nao imuni- 
zado ou com a frapao de imunoglobulina destes soros 
nao imunizados obtidos de animais da mesma especie 
em que o anticorpo primario foi produzido ou, ainda, 
a utilizapao de anticorpos primaries nao re lev antes que 
sabidamente nao devent reagir corn os eomponentes da 
amostra de estudo. Ambos devem set utilizados nas 
me sin as concentrapoes do anticorpo primario. 

Fixadores 

Uma das eta pas principals da reapao imunoistoqui- 
mica e a preservapao dos tecidos e consequentemente dos 
antigenos nele presentes. Geralmente isto e conseguido 
com o uso de fixadores. Estes minimizam a autolise e 
as mudanpas cstruturais pos-mortc dos tecidos c a con¬ 
tain i napao por microrganismos. Por outro lado, cstabi- 
lizam a posipao dos antigenos evitando interpretapoes 
erroncas, Diferentes fixadores podcm ser empregados 
para cste fim; nem scmpre, entretanto, os metodos de 
fixapao per mite m ao mesmo tempo a inanutenpao da es- 
trutura tecidual e a preservapao adequada dos antigenos 
e, por conseguinte, esta e uma etapa que requer cuida- 
dos especials (Polak e Van Noordien, 1986). Conhecer 
a natureza do antigeno e as propriedades do metodo de 
fixapao a ser utilizado e essencial para a interpretapao 
do s resultados de uma reapao imunoistoquimica. 

Mais comumente, utilizam-se materials cmbebi- 
dos em parafina e fixadores a base de for mol, sendo, o 
formol neutro (formaldeido a 10%) em sol up ao-tampao 
(para manter a osmolaridade e pH) o mais frequente, 
propor cionando, boa preservapao, boa penetrapao e 
bo ns resultados nas reapoes imunoistoquimicas (Pu- 
chtler e Meloan, 1985; Volk et ab, 2005). Estes lixa- 
dores atuam princi palm ente sob re os eomponentes ce- 


lu lares proteicos reagio do com aminoacidos for man do 
ligapoes cruzadas. Fixapao de pequenos fragmentos de 
tecidos (nao maiores que lx 1 cm) por ate 24 boras em 
formol tampon ado geralmente oferece boas condipoes 
para as reapoes imunoistoquimicas* Antes de testar ou¬ 
tras variapoes para otimizar o metodo em seu material, 
estas condipoes devem ser testa das. 

Caso o antigeno nao se preserve adequadamente 
nestas condipoes, tratamentos de resgate antigenico po- 
dem ser realizados (Shi et ab, 1991, 2007; Cattoretti et 
ab, 1993; Frost et ab, 2000; Miller et ab, 2000; Boenis- 
ch, 2001). Em gcral, estes pre-tratamentos consistent 
em utilizar enzimas capazes de digerir parte dos corn- 
pone ntes teciduais para facilitar o acesso do anticorpo 
ao antigeno, principalmente quando o anticorpo e po- 
liclonal. A literatura mostra resultados bastante satisia- 
torios com a utilizapao dc tripsina, pepsina c pronasc, 
embora mu it as outras enzimas ja ten ham side testa das. 
Cuidados sao sempre necessaries porque este tratamen- 
to pode tambem digerir o epitopo em questao. 

Quando o anticorpo e monoclonal (e, portan- 
to, sclecionado a partir da forma nativa do antigeno), 
dcvc-sc ter ccrteza dc que o formol nao esta rcagindo 
diretamente com o epitopo, mascarando-o ou modifi- 
cando sua con form apao espacial ou, ainda, que os pro- 
cedimentos para a embebipao em parafina nao tenham 
destruido este epitopo (cpitopos sensiveis a temperatura 
on a etanol/xilol)* 

Outra forma de se otimizar este procedi me nto e 
resgatar a antigenicidade da amostra e a exposipao do 
material ao calor ate temperaturas proximas a ebuli- 
pao da agua cm solupocs contendo metais ou cm 0,01 
M dc tampao citrato (pH 6,0) ou ainda cm 0,1 M dc 
tampao Tris-EICl (pH 8,0) e 1 mM de EDTA (pH 8,0) 
em tor no micro-ondas, panelas de pressao ou ba nil os- 
maria (Shi et al, 1991; Cattoretti et ab, 1993; Battifora 
et ab, 1999). O uso dc formas combinadas de resgate an¬ 
tigen ico utilizando digestao enzimatica e aquecimento 
tambem e possivel (Iczkovvski et al., 1999). O aqueci¬ 
mento da amostra e responsavel pela r ever sao dos danos 
causados pela fixapaf> com formol (reversao das ligapoes 
cruzadas entre os aminoacidos e o formol) e embebipao 
em parafina na maioria das amostras, no entanto, o exato 
mecanismo de apao dcsta metodologia ainda e incerto. 

Caso o material fixado em formol tampon ado, em- 
bebido em parafina e submetido a resgates antigenicos 
nao oferepa bons resultados, cor tes de material conge- 
lado em crio state devem ser test ad os. Estes oferecem a 
vantagem de preservapao das amostras sem os procedi¬ 
me nto s deleterios da embebipao em parafina e, tambem, 
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se necessarioj sem que a material ten ha skio quimka- 
mente a Iter ado por fix adores. Como desvantagem, ha 
uma perda significativa dos detalhes mortologicos e da 
resoluqao, uma vez que os cortes sao obrigatoriamente 
mais espessos. Por outro lado, a ausencia de fixaqao ou 
fixa^ao incompleta com etanol e/ou acetona pode acar- 
retar rapida autolise e destruiqao dos tecidos (perda de 
membranas e llse nuclear nestes cases sao frequente- 
mente observadas). Se a fixa^ao nao for o problem a para 
a realizaqao da reacao imunoistoquimica, as amostras 
podem ser fixadas com formol tamponado. 

De qualquer forma, a utilizaqao de cortes de crios- 
tato (material congclado) com ou scm previa fixaqao 
ajudara a determinar a scnsibilidade do antigcno, se isto 
ainda nao for conhecido, e ainda pcrmitira os ajustcs 
necessaries para a obten^ao de rea^oes adequadas. 

Ob vi am elite, outro s fixadores podem ser testados, 
tais co mo fix ado res a base de cloreto de mercurio ou 
ainda paraformaldcido-iisina-pcriodato (PLP). Estc 
ultimo tcm sido particular men tc utilizado (McLean c 
NakanCj 1974) para a preservative de cpitopos de su¬ 
per ficie celulan Enquanto o form aide i do preserva as 
protein as, o periodato re age com os carboidratos de 
so per ficie e for mam aldeidos que se ligam a lisina ofe- 
rccida, cstabilizando-os, A morfologia geral do tccido, 
entretanto, perde cm qualidadc cm comparable com o 
formol tamponado. 

Recentemelite, tambem tem sido utilizados com 
sucesso fixadores de base alcodlica, como o Metacarn, 
compos to s por m etanol, cloroidrmio e acido acetico 
(60:30:10 v/v). O metanol substitui e compensa a bai- 
xa penetraqao do etanol, enquanto o cloroidrmio e o 
acido acetico fix am as protein as por coagula^ao, sem, 
entretanto, alter ar a estrutura prim aria destas mole- 
culas (Mitchell et al. 3 1985). 


Para a realizable de imunoeletromicroscopia ou 
imunodtoquimica, mais cuidados devem ser tornados. 
As fixa^bes convendonais com glutaraldefdo nas con¬ 
centrates rotineiramenteutilizadas (2,5%) e o tetroxido 
de 6smio costum am m ascarar grande parte dos cpitopos 
antigenicos, Uma possibilidade nestes cases e o uso de 
reagentes (peroxido de hidrogenio ou metaperiodato 
de sodio) capazes de desbastar residues superficiais do 
tecido, minimizando os efeitos do osmio. Outra possi¬ 
bilidade e o use de paraformaideido associado a baixas 
concentrates de glutaraldefdo (0,1 a 0,2%) sem pos- 
-fixaqao com o tetroxido de osmio. Resinas e specials, de 
potimerizaqao a baixas temperaturas, tambem podem 
ser utilizadas para antfgenos sensiveis a temperatura 
(Lowicryl, LR White ou LR Gold). 

Fluxograma de Trabalho 

A tccnica dc imunodtoquimica podc scr emprega- 
da dc diferentes mo dos cm uma gama muito variavcl dc 
proccdimcntos laboratoriais, dc mo do que a sclc^ao do 
mclhor metodo c para metros a scr cm utilizados vai dc- 
pender da questao biologica a scr abordada, dc ensaios dc 
padronizaqao das variavcis tccnicas c, acima dc tudo, da 
eompreensao do modelo pelo pesquisador. Na sequencia, 
o fluxograma de trabalho (Fig. 26.7) da uma ideia das 
possibilidades de processamento das amostras biologicas 
para a realizagao de reaqoes imunoisto/citoquimicas. 

Protocolos, Reagentes e Solu^oes 

Neste item scrao descritas ape nas as tecnicas uti- 
lizadas rotineiramente para preparados htstoldgicos de 
material embebido em parafina ou equivalente, para 
lam i mil as con ten do celulas cultivadas aderidas e para 
materials process ados para obseryaqao em microscopio 
eletrdnico. Da mesma forma apenas serao mencionadas 
as solutes de uso mais frequente (Tabela 26.3). 


Tabela 26,3 - Solu\ c reagentes. 


Tampao Tris 6 r 075 g de Tris - (hidroximetil) aminometano c 8,8 g 

SoUi£a.o-estoi|ue de cloreto de sodio 

Agua destilacia q.s.p. 100 raL 

Tampao Tris Diluir solu^ao-estoque 1:10 (v/v) em igua destiUda 

Solu^aodc uso 

Sol ucl\o fixndoi a 100 mL de formol ( formaldeido a 40%, p/v) 4 g de 

Formol a 4% tampon a do pH 7,0 fosfato de sodio monoblslco, monoidratado 6,5 g 

foafato de sodio dibiisko, anidro 

Agua destilada q.s.p. 1.000 ml. 


Ajustar pH (7,6) corn HC.I 1 N 
Guard at em geladetra 


Conferir pi 1 antes de usai 


Solu^ao estavel porvarios meses 
a temperatura ambiente, tempo 
de fixa^ao ate 24 boras 
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Tiibela26.3 - Continua^do. 


Snlucio Axador a 

Diclorcto dc mcrcurio 

Sohi^ao-cstoquc 

2 g de did ore to de mer curio 

2,5 g de aeetato de sodio 

Ague destilada q.s.p. 200 mL 


Solu^ao fixadora 

Dicloreto de mercuric 

ScliiCiio de uso 

20 mL de solu^ao-estoque 

2 mL de formol (formaldeido 40%, p/v) 


Solu^aci fixador a de Zen Iter 

5 g de bidoreto de mercurio 

Para dissolver os sais aquecer a so- 

Sol u£ ao “ e stoq u e 

2,5 g de dieromato dc pot&ssio 

1 g de sulfato de sddio 

Agua destilada q.s.p. 1000 mL 

lu^ao c m ante-la sob agitato 

Sohicao fixadora de Zenker 

Solu^ao de uso 

100 mL de solu^ao-estoque 

5 mL de acido acetico glacial 

Para remover depositor de dicromato: lavar as 
amostras ap6s fixa^io cm agua (1 h) c incubar os 
cortcs apus a hidrata^ao com iodo alcodlico a 5% 
(ctanol a 70%) por 3 minutes c com tiossulfato de 
sodio a 5% por 2 minutes 

Tempo de bxafao' 2 a 4 boras 

Per io d a to -lis ina- pa ra for maid ei do 
(PLP) 

50 mL de paraformaldeido a 3% (p/v) 

100 mL de rtofosfato de hidrogenio dissodico 

0,9 g dc lis ina 

0,15 g dc penodato dc sodio 

A] u star pi 1 para 7,4 

Pa r afor maid eid o -glu tar aid eido 

50 mL dc tampao fosfato 0,2 M, pH 7,4 

25 mL de p araformaldeido a 8% (p/v) 

0,8 mL de glutaralderdo a 25 % (p/v) 

24,2 inL dc agua dcstilada 

A]u star pH para 7,2 

Solucno de substrate cromdgeno (DAB) 

10 mg de DAB (diaminobenzidina.) 

Prcparar imediatamente antes do uso 

para peroxidase 

10 mL dcTris 0,05 M, pH 7,6 

1 mL de peroxide de hidrogenio a 3% 

Filtrar sc neccssario 

Man ter no escuro 

Substrato cromdgeno (naftol AS-MX/ 

2 mg de naftol fosfato AS-MX 

Esta solu^ao pode ser m ant id a a 

fast red) para fosfatase alcalina 

0,2 rnL dc N.N-dimctilformamida 

9,8 mL dc tris 0,1 M, pH 8,2 

0,01 mL de levamisole 1 M 

4°C, pnrem a manuren^an por pe¬ 
riod os niais lo-ngos (semanas) deve 
sera -20''C 


Metodo Indireto e Imunoenzimatico 

L Coletar as amostras rapidamente sabre a placa rcs- 
friada (4-7°C ? sobre gelo). Lavar o local,, o orgao ou 
tecido rapidamente em uma solu^ao salina tampo- 
nada e pH neutro e em seguida embeber com a so- 
lu^ao fixador a* 1 solar as partes de interesse e recortar 
nas dimen sees apropriadas (fragment os de eerca de 
Ixlxl cm para embebi^.ao em parafina ou Ixlxl 


mm para embebi^ao em re si nas e observa^ao ao mi¬ 
croscopic clctronico)* 

2. Prosseguir com a fixa^ao, se possivel tambem gelada 
(6-24 h). 

3. Lavar o material para rctirar o excesso de fixador c 
pro cess a-lo rotineiramente para inclusao em para¬ 
fina. 
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Figuia 26 h 7 - Flu xograma para o process amenta das -Limostras biologicas pant a rcaliza^iio dc realties imunoisto ou citoqui micas. AC 
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4, Utilizar cortes obtidos em microtome, de aproxima- 
damente 4-5 pm deposit ados sobre laminas limpas 
(etanol-e ter) e previamente silanizadas ou umedeci- 
das com poli-Tdisina (10% em agua destilada),para 
facilitar a aderencia dos cortes. 

5* Desparafinizar as amostras (2 boras em cstufa a 58°C 
scguido de ban bos dexilol por lad boras), rcidrata- 
las em ban bos de etanol cm concen trances decrcs- 
centes (absolute, 95%, 80%, 70%) c lava-las em agua 
correntc, 

6. Rcsgatar o sitio antigcnico, sc ncccssario. 

7. Pcrmcabilizayao, sc ncccssario (para culturas dc celu- 

las e on cortes espessos de eongelayao) — Triton-100 
(0,3% em Tris), saponina (0,05 % em Tris), metanol 
gelado — 10 minutes. 

8. Para elimmar a peroxidase en do gen a, mergulbar as 

laminas em peroxide de hidrogenio a 6% em me¬ 
tanol por 15 minutes. Repetir esta etapa pelo me¬ 
nus duas vezes. Para neutralizar a fosfatase alcalina, 
mergulbar as laminas em acido aeetico a 8% por 10 
minutos. 

9. Tncubar as amostras em 1 % de albumina sericabovina 

(BSA) em tampao tris pH 7,6 durante 5-10 min e 
em seguida incubar as amostras com o soro normal 
(da mesma especte em que o anticorpo secundario 
foi realizado) dilufdo 1:20, por 30 minutos a 1 hora. 

10* Incubar com o anticorpo prim ark? (diluiyoes devem 
ser testadas 1:25 ate 1:200 em uma prime:ra etapa; 
temperatura e tempos dc incubayao: 1 a 2 boras a 
37°C ou durante a noite a 4°C) em camara umida* 
Se e stiver utilizando o metodo direto, is to e, um an¬ 
ticorpo primario j a conjugado a um marcador, passar 
para item 14. 

11. Lavar em Tris. 

12. Incubar com anticorpo secundario conjugado a uma 
enzima ou a biotina (diluiyoes devem ser testadas: 
1:100 ate 1:1.000 em Tris-BSA) no mini mo 30 mi¬ 
nutos (1 bora a 37° C geralmente oferece bons resul- 
tados). 

13* Se o anticorpo estiver conjugado a uma enzima pas- 
sar para item 14. Se o anticorpo estiver conjugado 
a biotina, incubar com o complexo e strep tavidina- 
biotina-enzima (preparado no momento de uso, 
conform e instruyoes do fabric ante) * 

14. Re velar com substrate cromogenico por 5 minutos 
ou ate que a intensidade da reayao tenha se desen- 
volvi do ade q u ad am ente. 


15, Inibir a reayao lavando em agua cor rente* 

16. Contracorar (optional, geralmente a hematoxilina 
dc Mayer ofcrcec cxcelcntcs rcsultados), sccar cm 
estufa a 37°C e cobrir com lam inula. Se a reayao 
cromogenica for estavel, o material pode ser tam- 
bem desidratado em etanol, pass ado noxilol e mon- 
tado com balsamos ou rcsinas divers as. 

Controles - cm parte do material, a incubayao com o 
anticorpo primario (item 10) deve ser substituida 
por incubayao em Tris-BSA e em soro nao imune 
de animal de mesma especie em que foi obtido o 
anticorpo primario (1:20). A utilizayao de amostras 
sabidamente reativas ou nao rcativas ao anticorpo 
primario utilizedo, tambem auxilia a interpretayao 
dos rcsultados c a adequayao do metodo utilizado. 

Cultura de cclulas para rcayocs imunoistoqutmicas dc 
culturas dc cclulas — as celulas podem ser cultiva- 
das sobre laminulas. Retirar as lammulas do sistema 
de cultivo, lavar com meio de cultura sem soro, com 
soluyao salina tamponada e fixar rapidamente (10 
minutos). Siga as etapas acima dcscritas a partir do 
item 7. Tomar cuidado ao manipular as laminulas, 
geralmente sao muito frageis. 

Recuperafao Antigenica 

O p roc css o dc fixayao c proccssamcnto para in- 
clusao de especimes pode produzir defer mayao das > 

biomoleculas celulares e, consequentemente, perda de 
imunorreatividade (Boenisch, 2001). Estas alterayoes 
podem ser rnais ou me nos pronunciadas, depen dendo 
da sensibilidade do antigeno aos agcntes a que cic c 
exposto durante o proccssamcnto. Pro cedi mentos que 
podem minimizar estas alterayoes e, assim, aumentar 
a identidade entre antigeno e anticorpo sao, em con- 
junto, denominados de recuperayao ou resgate an tig e- 
nico* Varias metodologias podem set empregadas para 
a recuperayao antigenica podendo-se utilizar tanto me¬ 
re dos fisicos, como o calor, quanto quimicos, como a 
recuperayao proteolitica* 

Quando se utiHza o calor como meio de recupe¬ 
rayao antigenica, os cortes de tetido sao submetidos a 
temperarums proximas ao ponto de ebuliyao da agua, 
em meio aquoso. A restaurayao da imunorreatividade 
esta diretamente relacionada ao tempo de aquecimento 
e a temperatura a que os cortes sao submetidos* O aque¬ 
cimento pode ser realizado utilizando-se micro-on das, 
panel a de pres sao ou ban ho-marl a, e o tempo a que os 
cortes sao submetidos ao calor varia de 10 a 60 minutos* 

As soluyoes (soluyoes de recuperayao) utilized as durante 
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o procedi men to variam de acordo com as caractensticas 
de cad a material e sao, em ordem decrescente de utili- 
za^ao, tampao citrate pH 6,0; soluqao aquosa de EDTA 
pH 8,0; Tris-EDTA pH 9,0; solu^ao de acido cloridrico 
pi 1 1,0; acido fdrmico pT I 2,0; tampao eitrato-EDTA 
pi I 6,2; TBS pi I 9,0; tampao Tris pi I 10,0. 

Este procedi mento, no entanto, requer alguns 
cuidados especials, tais como: 1. a soluqao de reeupe- 
raqao nao deve ferver, o que poderia acarretar em des- 
colamento dos cortes, mesmo quando preparada pre- 
viamente com poIi-L-lisina on silano; 2. protocolos de 
tempos longos devem ser cuidados para que o nivel da 
solu^ao de recupera^ao sempre cubra os cortes; .T para 
manter a temperatura da solu^ao de recupcra^.ao aita, 
mas sem cbnli^.ao, o aquecimcnto em micro-ondas deve 
scr intermitente cm vez de continuo; 4. pclo mesmo 
motivo, as laminas podem ser acondicionadas em reej- 
pientes contendo a solu^ao de recuperaqao e este con- 
junto acondicionado em um recipiente maior contendo 
agua para entao scr aquccido cm micro-ondas, O calor 
c de grande importancia para reverter os danos causa- 
dos pcla fixa^ao com formalina c pcla inclusao cm pa- 
rafina, embora nao se saiba ao certo de que mo do atua 
na recuperaqao da morfologia antigenica. Qualquer 


que seja o mecanismo, no entanto, algumas liga^oes 
cruzadas devem permanecer Intactas (caso contrario, 
as protein as seriam desnaturadas pelo calor), enquanto 
outras devem ser reversiveis, restaurando assim a inte- 
grid ade imunoistoquimica de parte dos antigenos. 

Alem da recuperapao antigenica por meio do calor, 
podem-se utilizer solu^oes proteolitieas como a protei¬ 
nase K, utilizada principalmente para a recuperaqao de 
antigenos de membrana, a trip sin a, a pepsina, a pronase 
e a protease. 

Antal me rite, varias soluqoes de recupera^ao antige¬ 
nic a podem ser adquiridas comercialrnente prontas para 
uso, devendo-se seguir as orientates do fabricante. 

A maioria dos protocolos de recuperaqao antigenica 
e e specific a para materials submetidos a tecnica de m- 
clusao em parafina e nao podem ser utilizados em cortes 
congelados por serem esses frageis e extrema me nte sen- 
siveis ao calor. No entanto, blocos de tecido congelados e 
fix ados em soluqoes de aldeido podem ser aquecidos em 
soluqao de recuperaqao (fre que nte me nte tampao citrato 
pH 6,0) e em seguida recongelados em gelo seco. Este 
procedimento rnelhora a imunorreatividade antigenica 
e tambem diminui possiveis color a^oes de fundo. 


Protocolos de Re cupera^do Antigenica 

Recupera^ao Antigenica pelo Calor 


Quadro26.1 - Solu^ao utilizedn na recupera^ao antigenica pelo calor 


Tampao citrato de sddio 
(Acido citrieo 10 mm, Twe¬ 
en 20-0,05%, pH 6,0 


2 t 94 g citrato de $< 3di o diidratado 
1.000 mL de agua destilada 

Ajustar pll 6,0 com 11C11 Ne adicionar 0,5 mL de 
Tuieen-20 


Estoquc da solu^ao a tempera- 
tura ambiente por 3 meses on a 
4°C por tempos ma lores 


Procedimento: 

1. D e s p a rafi n i za r c > s co rtes h j sto 1 6g i co s . 

2. Ilidratar em concentrates decrescentes de etanol 
ate agua destilada. 

3. Pre-aquecer a solu^ao de recuperapao ate 95-100 °C 
em uma cuba de colora^ao (Quadra 264). 


4. Me rgn lh a r as la minas ne s ta solu qao aq ue cid a e ta 111 - 
par parcialmente a cuba. 

5. Incubar por 10 a 60 minutos. 

6. Cot near a cuba contendo as laminas em temper atu- 
ra ambiente para perm it 11 o resfriamento por pelo 
mcnos 20 minutos. 

7. Lavar os cortes coni o mesmo tampao a scr utilizado 
durante o restante do procedimento. 
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Recupera^ao Aiitigenica Protcoiitica 


Quadro 2ft.2 - Solufao utilizada na recupera^ao antigenica proteolitica. 


Proteinase K 

Tampao TE 

6,10 g de tris-base 

0,37 g de EDTA 

1.000 mL de agua destilada 

Ajustar pi I 8,0 com HC1 10 N 

Estocar a temperatura am- 
biente 

Proteinase K (20*) 

S olu^ao -estoq ue 

4,0 tug de proteinase K 

10 mL de tampao TE pi 1 8,0 

Aliquotar e estocar a -20°C 

Proteinase K (lx) 

Solu^ao de uso 

1 mL de solufao-estoque proteinase K (2Ox) 
19 mL de tampao TE pH 8,0 

Solucao estavel por um mes a 

4°C ou tempos maiores a -20°C 

Tripsina 

Tripsina 0,5 

Solu^ao- estoq ue 

50 mg de tripsina 

10 mL de agua destilada 

Estocar a -20°C 

C lore to de calcio a 1% 
Solu^ao-estoque 

0,1 g de cloreto de calcio 

10 tuL de agua destilada 

Estocar a 4 V C 

Tripsina 0,05% 

Solu^o de uso 

1 mL de solu^ao-estoque de tripsina a 0,5 % 

1 mL de soln^lo-estoque de cloreto de calcio 
a 1% 

8 mL de agua destilada 

Ajustar pH 7,8 com NaOH 

1 N 

Pepsins! 

Pepsi na 

S olu^ao -estoque 

100 mg de pepsin a 

10 mL dc HCI a 10 rnM pH 2,0 

Estocar a 4°C por um mes ou 
a -20°C por mais tempo 

Pep sin a 

Solu^ao de uso 

1 mL de solucao estoque de pepsin a 

1 mL de agua destilada 

Estocar a -20°C 

Pronase 

Pronase a 0,05 % 

0,005 gde pronase 

10 mL dc PBS a 0,1 M 

Pronase a 0,1% 

0,01 g de pronase 

10 mL de PBS a 0,1 M 

Protease a 0,05% 

5 mg dc protease 

10 ml de agua. destilada 


Ajustar pH 7,8 com NaOH 1 

N Estocar a -20°C 


Procedi mento: 

1. Desparafiruzar os cortes histologicos. 

2. Ilidratar em concentraces decrescentes de etanol 
ate agua destilada. 

3. Cobrir os cortes histologicos com a solu^ao de recupe- 
ra^ao antigen ica escolhida, por exemplo quadro 26.2. 

4. Incubar por 10-20 min a 37°C em dunam timid a. 

5. Colocar as laminas em temper a tura ambiente para 
permitir o rest ri amen to por pelo me nos 10 min. 

6. Lavar os cortes com o mesmo tampao a ser utilizado 
durante o restante do procedimento. 
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27. Analise Proteomica: Identifica^ao de Proteinas 
Extraidas de Geis de Eletroforese Bidimensional 

Utilizando a Espectrometria de Massas 


iMichael Murgu 


lntrodu^ao 

Nos ultimos anos, varias espeeies de organismos, in- 
cluindo bacterids, virus e o proprio ser hum a no tiveram 
sous genomas intciros ou parcialmcnte scqucnciados, c 
essa grande quant idade de dados vem sen do depositada 
em bases de dados digitais, muitas deias aeessiveis via 
Internet gratuitamente, Entretanto, a informa^ao obti- 
da a partir do genoma nao tern grande aplica^ao no cs- 
tudo de doengas e tratamentos, pois o DNA nao e alte- 
rado em diferentes con dicoes de urn organismo, como, 
por exempt a, urn tecido doente e um sadio, 

O protcoma, definido como o complemento dc 
proteinas expresso por um genoma em uma celula ou 
tecido (Wasinger et ah, 1995 ), e um sistema altamen- 
te dinamico, sujeito a condicoes do me so. A analise 
proteomica visa estudar as variances quantitativas da 
ex pres sao dess as proteinas em dife rentes condicoes e a 
aplicagao desses dados na descoberta de novas dtogas, 
diagnostic os e terapias* Esse estudo e feito em relagao 
a tod as as proteinas de um organismo, e nao em rela- 
gao a proteinas individuals, o que diferencia a tecnica 
da quimica de proteinas traditional, ainda que varias 
ferr ament as dc analise sejant comims as duas areas de 
estudo* Enquanto a quimica dc proteinas visa a obten- 
gao de informagoes detalhadas em relag ao a proteinas 
especideas, como a conformagao e as interagdes, a 
analise proteomica visa basieamente a idcntificagao e 
a quantificagao dc proteinas, sendo feita por tccnicas 
de larga escala para um grande numero de proteinas 
cm pouco tempo, 

Estudos comp a rati vos dc tccidos dc organ! smos 
normals, doentes e tratados leva a inform agao de quais 
proteinas se expressarn de forma diferente nestes varies 


estados do organismo e que podern estar associadas com 
os sintomas, c tambem scrcm utillzadas para diagnosti- 
co dc doengas, acompanhamento dc tratamentos c como 
alvos moleculares no desenvolvimento de drogas, 

A analise proteomica e muito mais eomplexa que a 
genomic a, devido a varies fatorcs, alguns deles list ad os 
a seguir. 

- Em uma unica celula, podern estar presentes de ren¬ 
te n as a milhares de diferentes proteinas. 

- Ess as proteinas pod cm estar presentes cm concen¬ 
trates muito diferentes entre si, em quantidadcs 
que podern variar desde uma unica unidade de uma 
proteina ate quantidades acima de unidades em 
uma celula* 

- Proteinas podem apresentar caractcristicas estru- 
turais e fisico-quimicas muito distintas — algumas 
proteinas sao acid as, outras basic as, algumas sao 
grandcs, outras pc que n as, algumas sao hi droll! ic as, 
outras hidrofobieas. 

Essa diver sidade quimica e neon trad a nas proteinas 
dificulta as e tap as de extragao, solubiHzagao, separagao 
e analise estrutural, mas por outro lado e a base para as 
tecnicas de separate mais utilizadas. 

Uma das estrategias de estudo mais utilizadas na 
analise proteomica envoivc a eletroforese bidimen¬ 
sional, que permite a separagao e a quantificagao de 
um grande numero de proteinas, a espectrometria de 
massas, utilizada para a analise da estrutura prim aria 
de proteinas a partir de pequenas quantidades de ma¬ 
terial (obtidas a partir de spots de proteinas de gel 2D), 
e a biomformatica, que permite a identificagao de pro¬ 
teinas a partir de dados de espectrometria de massas, 
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as sod an do-os a informa^ao presente cm bases de dados 
de proteinas e DNA. 

Existem outras diferentes estrategias para o estudo de 
proteomas, que incluem varias tecnicas de separate de 
protein as, corno a cromatografia liquid a multidimen sio- 
nal. Existem tambem diferentes tecnicas de identifica^ao 
de protein as, a maioria delas bas eada em espectrometria 
de massas e bioinformatica, A1 gum as destas estrategias 
envoi vem a identifica^ao de protein as a parti r do sequen- 
d amen to por espectrometria de massas de peptfdeos de 
digestao enzimatica separados por cromatografia liquid a 
multidimensional (Wolters et al., 2001). Essas tecnicas 
nao scrao vistas em de tallies neste capitulo, no qual e fo- 
cada a estrategia mais simples c estabelceida de eletrofo- 
resc bidimensional/cspectrometria de massas. 

A eletroforese bidimensional permite a separa^ao 
de um grande numero de protein as, gra£as a utiliza- 
^ao de dots mecanismos de separa^ao total mente dis- 
tintoSj a focaliza^ao isoeletrica, que separa proteinas 
por ponto isoeletrico (pi) em tiras de gel com gra- 
diente de pH, e SDS-PAGE, que separa as proteinas 
por sua massa molar rciativa (Mr). Dessa forma, apos 
a separate c coloragao do gel, um numero entre de- 
zenas a m ilha res de pontos, eonheeidos por spots, sao 
observados, eada um representando, a principio, uma 
liniea protein a. 

Embora neste capitulo nao sejam apresentadas as 
etapas de prepara^ao do gel de eletroforese bidimensio¬ 
nal, cstas sao extremamente importantes, desde a cole- 
ta, extraqao e preparation da amostra ate a colora^ao do 
gel, para gar ant ir que as proteinas observadas realmente 
rcprcscntcm o perfil de expressao do tecido ou cclula na 
condifao estudada, tanto qualitativa quanto quantitati- 
vamente. Essas etapas estao descritas com mais detalhe 
no capitulo 24. 

Etapas de Processamento de Spots 

As etapas de processamento de amostra a partir do 
gel de eletroforese bidimensional sao mo s trad as na fi- 

gura 27.1. 

A primeira etapa apos a separation das proteinas por 
eletroforese bidimensional e a analise do gel, feita com 
utiliza^ao de softwares especializados a partir da imagem 
do gel obtida em um scanner ou camera digital Estes 
softwares perm item a detec^ao de spots, adetermina^ao de 
va lores de pi e massa molar de cada protein a, a compara- 
cao do perfil de spots de diferentes geis, a quantiheaqao de 
proteinas e a sele^ao de spots para analise s poster lores vi- 
sando a identifica^ao de proteinas. A scle^ao de spots para 


anal rises posteriores vai depender do objetivo do estudo, 
sendo que todos os spots podem ser sele cion ados para a 
determina^ao de. map as proteicos de um organ is mo, ou 
entao spots selec ion ados a partir de certos para metros, 
como a expressao diferendal em condi^oes diferentes do 
organismo, para estudos mais espeeificos. 

As etapas experimental de processamento de amos¬ 
tras a partir do gel mostradas na figura 27.1 sao: 

- Extrapao de spots selecionados do gel, que sao corta- 
dos do gel e trailsferidos para reeipientes individuals 
(micro placas ou micro tub os de centrifuga). 

- Descoloraqao dos spots, feita por lavagens dos spots 
com soluqoes que vao depender do e.orante utilizado. 

- Digestao eiizimatka, feita na maioria das vezes 
com tripsina, que rompe a proteina de forma espe- 
cifica no la do C -terminal dos aminoacidos lisina e 
arginina, ou outra enzima que apresente atividade 
bastante especifica* 

- Extrafao dos peptidcos dc digestao do gel, feita 
por lavagens com solu^ao com alta concentrate de 
solvcntc organico (geralmente acetonitrila ou meta- 
nol). O menor tamanho dos peptfdeos em rela^ao 
as proteinas permite que eles sejam extrafdos do gel 
por elui^ao com solve ntes. Proteinas intact as so po¬ 
dem ser extraidas do gel por eletroeluiqao ou entao 
com o uso de solu^oes que romp am a estmtura do 
gel (Scheer e Ryan, 2001; Galvani et al., 2001). 

As etapas descritas acima podem ser feitas manual- 
mente ou entao com a utiliza^ao dc equipamentos para 
a automate deste processo. A automaqao desse pro- 
cesso e altamente recomendada devido a varies fato- 
res, como o grande numero de etapas expert mentals, 
grande numero de amostras geralmente analisadas em 
estudos de proteoma, possibilidade de contaminate 
(principalmente por que rati n a) e reprodutibilidade. 
Existem varios tipos de si stem as para automaqao desse 
processo, que vao desde equipamentos que fazem eta¬ 
pas do processo, como a re ti rad a de spots ou digestao 
enzimatica, ate equipamentos para automatic total 
do processo, fazendo a extraqao de spots , descolora^ao, 
digestao enzimatica, extras ao de peptide os e prepara- 
^ao das amostras para analise por espectrometria de 
massas por MALDl-ToR Utilizando-se si stem as de 
automa^ao completa, colocam-se os geis e a lista de 
coordenada dos spots de interesse no equipamento e re- 
tiramose as laminas prontas para analise por MALDT 
dos peptfdeos de digestao enzimatica em um processo 
totalmente automatizado, sem perigo de erros manuals 
e com alta reprodutibilidade para um grande numero 
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Figura27,l - Etapas dc processamento dc spots 11 a idcntifica^ao dc proteinas utilizando espectrometria de massas e buseas cm bases de 
dados. Os spots de proteinas de uni gel 2D podem ser recortados do gel T e submetidos as etapas de descolora^ao, digestao enzimatica em gel 
e extra^ao dos peptideos do gel. Os pcpHdeos resultants da digestao enzimatica sao submetidos a analises por espectrometria dc tnassas 
para a idcntifieacao da protein a por compara^ao dos dados com bases dc dados de proteinas e DNA, 


dc amostras. Um cxcmplo c a Ettan Spot Handling 
Workstation (GE Healthcare), que faz to do o processo 
com o auxilio de um rob6 para transferences de geis e 
microplacas de um modulo de processamento (extrator 
dc spots, digestor etc.) a outre. Esses equipamentos ja 
vcm com proto colos otimizados, que podem, entretan- 
to ? ser modifieados de acordo com as necessidades clos 
pesquisadores. Uma outra vantagem da automa^ao e o 
rastreamento dc amostras, pois os si stem as geram rela¬ 
te rios que facilitam a associate dc proteinas identifi- 
cadas por espectrometria dc massas com os respectives 
spots dos quais elas foram extraidas. 

Essas etapas tarn hem podem ser teitas manual me ro¬ 
te, mas com extreme euidado, em um ambiente livre de 


contaminate c vao depender bastantc da habilidadc do 
pesquisador que trata as amostras. 

Abaixo sao descritos os procedimentos para extra- 
£.ao de spots do gel 2D e digestao enzimatica feita ma- 
nualmente. Esses procedimentos sao descritos por Wes¬ 
ter meier e Naven (2002). 

Procedimento para Extra^ao de Spots 

O principal euidado a scr tornado na extra^ao ma¬ 
nual dc spots e cm rcla^ao a contamina^ao, c um dos 
cu id ad os c fazer esta ctapa cm um ambiente limpo c 
sem o peri go dc contaminapao por pocira, como por 
exemplo uma cape la de fluxo laminar. A introduce 
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da queratina na etapa de extra^ao de spots faz com que 
ela passe per tod as as e tap as segu kites, ou seja, digeri- 
da, os peptideos de digestao desta vao gerar sinais no 
espectro de mass as que vao atrapalhar ou ate impossi- 
bilitar a identifica^ao da protema sendo estudada, De- 
vcm-se tambem utilizar luvas sem ralco (powder Jrei) 
no procedi men to e lavar os recipientes em que serao 
depositadas as amostras de gel com agua ultrapura ou 
bidcstilada para retirar partfculas de pocira que podem 
contcr queratina. 

Outra possibilidade de contaminaqao e a cruzada, 
ou seja, a containina^ao de um spot por residuos de gel 
dc outro. E mb ora esses residues ocorram cm pequena 
quantidadc, nao comprometendo as analises na maio- 
ria das vezes, podem ocorrer problem as quando um spot 
com pequena quantidadc dc protefnas c contaminado 
por residuos dc um outro com alta concentrate dc pro- 
tern as. Para evitar isso, devem-se limpar os instrumen- 
tos (lamina, agulha etc.) utilizados na manipula^ao do 
gel entre cada spot extrafdo, 

Procediinento Manual 

Cor tar em volt a do spot da protein a de interesse uti- 
lizando unna lamina. Ten tar cortar o mini mo possiVel 
de gel fora do spot. Uttlizando uma agulha cmirgica, 
transferir o peda^o de gel cortado para um recipiente 
(geralmente um microtubo de 500 pL ou microplaca) 
previamente enxaguado com agua deionizada. 


Descoloracao do Gel 

A descolora^ao do gel e uma etapa importante do 
processamento do gel, pots vai garantir que sub stand as 
presentes nestes corantes nao interfiram nas etapas de 
digestao enzimatica e analise por espeetrornetria de 
massas. O protocolo para deseolora^ao do gel depen- 
de do corante utilizado. Os ties metodos mais cornu ns 
para colora^ao sao: Coomassie Brilliant Blue (CBB), pra- 
ta e flu ore scene i a (Deep Purple, Sypro Ruby). 

Descolora^ao de Geis Corados com CBB e 
Fluoresccncia 

O principal problem a em relapao a presen^a de CBB 
em analise proteomica e que este causa forte supressao 
de sinal tanto em MALDT como em ESI, E mb ora nao 
interflra na etapa de digestao, sua remo^ao e muito mais 
facil de ser feita antes do que depois da digestao. Apos 
a digestao, o CBB e concentrado juntamente com os 
peptideos de digestao na etapa de extraqao, sendo difi- 
cil dc ser removido por purificagao cm microcscala. O 


procedi men to de desColorado e o mesmo para CBB e 
fluoresccncia. 

Procedimento 

Adidonar 25 pE de soluqao 75 mmol/L de bicar- 
bonato de ambnio em etanol; agua (40:60-v/v) ao peda- 
90 de gel. Agitar em um equipamento vortice e deixar 
em repouso. O sobrenadante ira rapidamente se tornar 
azul. Remover o sobrenadante apos 10 minutos e. adi- 
cionar uma nova al [quota da solu^ao descolorante ate 
o gel estar totalmente descolorido. O tempo necessario 
para a dcscolora^ao vai depender da intensidade da Co¬ 
lorado. Apos a remo^ao do sobrenadante, o gel cstara 
pronto para a etapa dc digestao. 

Descolorafao de Geis Corados com Prata 

O m etc do de Colorado por prata precis a ser com- 
patlvcl com a analise por espeetrornetria dc massas. Os 
metodos dc colora^ao por prata mais senstveis, para a dc- 
teepao dc 1-10 ng por spot dc protcina, requerem o use dc 
glutaraldeido. Entretanto, o glutaraldeido reage com os 
grupos amino das protefnas, tanto os e-amino (da cadeia 
lateral da li sin a) como a-amino, c com isso ligaaproteina 
ao gel, Por isso, quando sc deseja utilizar 0 gel para ana¬ 
lise por espeetrornetria de massas, o glutaraldeido, assim 
como o formaldeido devem ser excluidos do processo, o 
que causa perda de sensibilidade do metodo. 

Procedimenio 

Preparar solu^bes trescas de ferricianato de potassio 
(30 mmol/L) e tios sulfa to de sodio (100 mmol/L). 

Preparar uma soligao 1:1 dos reagentes aeima e adi- 
ciona-la aos spots em quantidadc sufleiente para cobri-Ios. 

Assim que a Colorado for removida, lavar o spot 
com agua. 

Equilibrar o spot com bicarb onato dc amonio (200 
mmol/L] por 15 minutos, remover o sobrenadante e re- 
petir essa etapa mais uma vez. O gel estara entao pronto 
para a etapa de digestao. 


Digestao dc Proteinas etn Gel 

Imtrumentagdo 

- Bio co de aquecimento. 

- Banho de ultrassom, 

Reagentes 

- Ditiotreitol (DTT), 
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- Todoacetamida. 

- Tripsina {Sequence grade). 

- Bicarbonate dc amonio. 

- TFA. 

- Accto n itrila (AC N) ♦ 

- Agua deionizada. 

Protocolo 

Obscrvagao: As ctap as dc redu^ao c alquila^ao nao ac¬ 
cess itam scr feitas quando as amostras vieram dc um gel 
de eletroforese hi dimensional, pois estas for am feitas na 
etapa de cqu ill brio rcalizada entre a focal izaqao isoclc- 
trica e a SI )S-PAGE. 

Reduffw 

Adicionar 10 pL de solu^ao de ditiotreitol, DTT 
(5 mM em 25 mM de bicarbomto de amonio), a fatia 
de gel (on quantidade suficiente para cobrir o peda^o de 
gel) e m a liter por 30 minutos a 60 <: 'C. 

Alquilaydo 

Adicionar 10 pL de solu^ao de iodoacetamida (55 
mM cm 25 mM dc bicar bona to dc anionic) a fatia dc 
gel e manter por 30 minutos no escuro a temperatura 
ambient c, 

Remover o sobrenadante, lavar com bicarbpnato de 
amomo 25 mM, remover o sobrenadante e lavar com 
acetonitrila. 

Carte do gel em pequenos pedafos 

Press ion an do o pedate de gel com uma agulha ci- 
rdrgica para mante-lo no lugar, corta-lo em pedafos 
me no res utilizando uma lamina (2-4 mm 2 ). 

Desidratagao 

Desidratar o pedafo dc gel com acetonitrila (3 x 
25 pL, 10 minutos cada). Os pedafos de gel come^a- 
rao a ficar brancos, sen do que cstarao complctamcntc 
brancos apos as 3 lavagens* Sccar o gel cm um si stem a 
a vacuo (centnfuga com sis tenia a vacuo) ou camara de 
sccagcm, ate cle parcccr como pocira. 

Reidratafdo 

Aplicar a solu^ao de enzima em tampao (10 pL a 40 
ng/pL em 50 mM de bicarbonate de am on io) ao gel e 
mante-lo resfriado em gelo por 45 minutos. 


Digest do 

Apos 45 minutos, remover o sobrenadante e adicio¬ 
nar solu^ao de tampao (sem a enzima) para cobrir os 
pedafos de gel. 

Manter a 30°C por 1 bora e overnight (uma analise por 
peptide mass fingerprint preliminar pode ser obtida apos 1 
hora coletando-se uma aliquota da mistura de digestao). 

Extmfdo 

Adicionar 20 pL de bicarbonate dc amonio 50 in M e 
colocar no banlio dc ultrassom por 10 minutos. Adicionar 
20 pL dc aeetonitrila/5% TFA (1:1) e colocar no banlio dc 
ultrassom por 10 minutos. Transfcrir o sobrenadante para 
um tube separado. Repetir o proccdimento tres vezes. 

Adicionar 10 pL de acetonitrila e colocar no ban bo 
de ultrassom. Juntar o sobrenadante aos anterlores* 


As e tap as de prepara^ao de amostras para espectro- 
metria dc mass as vao depender do tipo dc cqu ipa men¬ 
to que sera utilizado, pois para electrospray a amostra e 
a nails a da em soliqao e por MALDI (Matrix Assisted 
Laser Desorption Ionization) a partir dc cristais form ados 
junto com a matrix. 

Uma amostra perfeita para a analise por espectro- 
metria de mass as scria compost a apenas pelos pep tide os 
de digestao enzimatica* Entretanto, varios contam in an¬ 
tes podem estar pres cutes cm amostras obtidas a partir 
de um gel de eletroforese bidimcnsional ou cromato- 
graba, como sais, corantes, detergentes etc. Esses con¬ 
taminant es podem inter eferir no result ado da analise e, 
dependendo da quantidade presente, ate impossibilitar 
a analise. Muitas vezes, procedi mentos para a remo^ao 
de contain in antes devem ser utilizados para a obten^ao 
de bons resultados* Os procedimentos tnais comuns sao 
dialise e etapas cromatograficas em mlcroescala* 

MALDI e uma tecnica mais robusta do que ESI 
cm rcla^ao a presen^a dc contam in antes, entre tanto 
mesmo em MALDI muitas vezes os procedimentos 
de puriflca^ao da amostra se tornam necessaries. 

Os metodos dc t rata mento da amostra podem 
ser otimizados para a redu^ao de contam in antes na 
amostra final, como por excmplo, por meio da uti- 
liza^.ao de sais volareis (bicarbonato de amonio) na 
prepara^ao dos tampoes de extra^ao de cor antes e di¬ 
gestao enzimatica. 


Prepara^ao da Amostra e Analise por 
Espectrometria de Massas 
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Andlises de RJVA, Pro tern as e Metabolites: Metedologi 


a e Proeedimentos Tecmcos 


Analise de Proteinas por 
Espectrometria de Massas 

Proteinas e peptideos sao for mad os por aminoacidos, 
e a sequence a em que estao ligados cons is te na estrutura 
prim aria destas biomoleculas* Existem varias formas de 
identificagao de proteinas, como^ per cxcmplo, a com- 
paragao com padroes em geis de. eletroforese on croma- 
to grab a liquid a. Western blotting, analise da tomposigao 
dc aminoacidos, scquenciamcnto N-terminal dc Ed- 
man etc. Ess as tccnicas podem scr divididas naquclas 
que permitem a identificagao de proteinas conhecidas 
por meio de ensaios especificos ou por comparagao de 
dados experimentais com padroes ou bases dc dados, c 
cm tccnicas que permitem o scquenciamcnto dc uma 
proteina desconhecida (sequenciamento de novo). A es¬ 
pectrometria de massas e uma tecnica que tem mostra^ 
do grande eficiencia tanto na identificagao de proteinas 
conhecidas come no sequenciamento de peptideos. 

Nos ultimos anos 7 a espectrometria de massas ga- 
nhou grande accitagao na analise dc proteinas devido a 
alta sensibitidadc da tecnica, que pci mite a realizagao 
de experimentos a partir de pequenas quantidades de 
proteina (na ordem de find), a velocidade de analise, 
a capacidadc de automagao e a utilizagao dc bases de 
dados de proteinas e DNApara identificiigao de pro- 
teinas a partir dos dados obtidos por espectrometria dc 
massas. A identificagao de proteinas baseia-se em medl- 
das de mass a molar de proteinas, peptideos e frag me n- 
tos gcrados a partir destas cspccics. A massa molar csta 
relacionada diretamente com a composigao de a mi no a- 
cidos destas especies, caracteristica de cada proteina. 

MALDI e eketrospray sao as teen icas mais utilizadas 
na analise de peptideos e proteinas. A tecnica MALDI 
c muitas vezes a primeira opgao para a analise proteo- 
mica, devido a facilidade na aquisigao e interpretagao 
de dados, me nor tempo de analise e maior possibilidade 
dc automagao. 

Ex is tem tres tip os principals de experimentos com 
proteinas feitos por espectrometria de massas: 

1. Detei minagao da massa molecular - analise da pro¬ 
teina Intacta pode ser feita por MALDI ou ESI. 

2. Identificagao de proteinas por Peptide Alass Finger- 
print - identificagao de proteinas por comparagao 
das massas dos peptideos form ados em digestao en- 
zimatica de uma proteina com bases de dados. 

3. Sequenciamento de peptideos — feito por tecnieas 

como ESI/MS/MS ou MALDI-PSD que permitem 


a selegao de tons e analise de sens fragmen tos e levam a 
determinagao da sequenda de amino acid os. Essas se¬ 
quences par dais podem tambem ser comparadas com 
bases de dados e levar a identificagao da proteina. 

Principios Basicos de Espectrometria 
de Massas 

A espectrometria de massas baseia-se no principio 
dc que ions cm fase gasosa podem scr dirccionados c 
separados dc acordo com sua rclagao massa/carga (m/z) 
por campos eletricos e magneticos ou por diferengas na 
velocidade. A tecnica per mite a obtengao de informagao 
cstrutural c dc massa molar dc uma substancia a partir 
dc cspcctros cm que sao registrados picos rclativos a m/z 
de cada fori e a intensida.de de cada um destes picos. 

O cquipamento utilizado nest as analiscs c conhcci- 
do como cspcctromctro dc massas. Existent diferentes 
tipos de espectrornetros de massas, e em cada um deles 
sub stand as com certas caracterfsticas (principal me rite 
cm rclagao a polatidadc, massa molar c volatilidadc) 
poderao ou nao scr anal is ad as * A figura 27*2 mostra o 
diagrama dos principals componentes de um espectro- 
metro de massas. 

A amostra c introduzida no cquipamento atraves de 
um sistema de insercao e direcionada a fonte de ions, 

no qual as mole aulas da amostra sao ionizadas, ou seja, 
ganham carga eletrica, pel a adigao ou remogao de pro¬ 
tons (ions 11 1 2 3 4 ) no caso de biomoleculas. Os ions formados 
sao entao dirccionados por campos eletricos e magneti¬ 
cos ao analisador, que separa ou liltra os ions de acordo 
com a relagao massa/carga (m/z). Estes ions alcangam o 
detector gerando um sinal que e enviado ao si stem a dc 
aquisigao de dados, que apos scr proccssado gcra o as¬ 
pect ro de massas correspondente. 

No diagrama sao mostradas as principals partes que 
compocm um espectrometro, e para cada uma dclas 
existem opcocs, algumas dclas apresentadas na figura, 
A configuragao de uni cquipamento vai depender do 
tipo de apl leagues {tipos de moleculas a serein analisa- 
das, limitc dc massas, rcsoiugao etc.) nas limitagocs c 
no prego final do cquipamento* Apcsar dc praticamcn- 
te qualquer tipo de substancia poder ser analisada por 
espectrometria dc massas, nao cxistc cquipamento que 
possa analisar qualqucr tipo dc mol ecu la. 

A analise de proteinas e peptideos utilizando espec- 
trometria de massas so foi possivel a partir da decada de 
1980, com o dcscnvolvimcnto das tccnicas dc ioniza- 
gao MALDI (Karas c Hillcnkamp, 1988) c eketrospray 
(Fenn et ah, 1989). Essas tccnicas permitem a formagao 
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Figura27.2- Diagrama de um espectrometro de massas, Em um espectrometro de massas, os ions tbrmados na fonte sao separados de 
acordo com a rela^ao massa/carga (trtfz) no analisador e direcioiiados ao detector que reglstra o sinal para gerar o espectro de massas. Cl. = 
cromatografia liquida; CCt - cromatografiagasosa; EC = eletroforese capilar; MALDI ■= matrix assisted laser desorption/ionization] APCJ = 
atmospheric pressure chemical ionization; ToF - time of flight; FT-ICR = founder transform ion cyclotron resonance; LPI = low pressure ionization^ 
API = atmospheric pressure ionization. 


de ions em fase gasosa a partir destas bio moleculas, sem 
quc ocorra dcgrada^ao. 

MALDI {Matrix Assisted Laser 
Desorption Ionization ) 

Como sugerido pelo nome, em MALDI a ioniza- 
£ao das moleculas e leita por laser com o auxilio de tima 
matriz. Essa matriz consiste em moleculas de baixa 
niassa molar (geralmentc abaixo dc 300 Da) quc tcm a 
capacidade de format cristais junta rnente com a amostra 
a ser analisada. Os cristais form ados podem ab server a 
cncrgia do laser c ionizar as moleculas por transference 
de protons (EL), gcrando ions positivos do tipo MHL A 
figura 27.3 mostra a estrutura quimica de algumas das 
matrixes mais comuns na analisc de pro tcm as c pcptfdc- 
os ? como o acido a-ciano-hidroxicinamico, gcralmcntc 
utilizado na analise de peprideos, e o acido sinapmico, 


utilizado na analise de proteinas. As estruturas quimi¬ 
cas dcstas moleculas apresentam um and aromatico quc 
absorve a energia do laser ,; e um grupo acido, que per mi- 



da dc proton, A matriz 2,4,6-tri-hidroxi-acctofcnona 
tcm a propriedade dc, ao contrario das outras tres, acci- 
tar um proton, sen do utilizada para a forma cpio de ions 
negatives. 

A prepara^ao da amostra c fundamental para o su- 
cesso de uma analise, pois a formaqao das cristais e uma 
etapa critiea de uma analise por MALDI, e varios tato- 
rcs } como a presen^a de con tamin antes (principalmcntc 
sals) e a rela^ao protein a (pept£deo)/matriz, devem ser 
considerados na preparagao da amostra. Existem va¬ 
ries diferentes protocolos para a prepara^ao dc amos- 
tras para MALDI, c a cscolha do metodo vai depender 
de varios fatores, como a concentrate e a solubilidade 
da amostra. Os cristais sao for mad os na superficie de 



Figura 27 + 3 - Estruturas qui micas du algumas matrizes utilizadas cm MALDI. 
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1am in as de ayo que sao poster ior merite in seridas na fori¬ 
te de ionizayao MALDI para analise. A matriz acido 


a-ciano-hidroxicinamico e a mais utilizada na analise 


de peptide os de digestao enzimatica cm analise proteo- 
mica devido a alta sensibilidade nas analises e a forma- 
yao de uma camada uniforme na lamina de MALDI, o 
(pie a torn a adequada a automayao das etapas de preparo 
de amostras e analises (Reavis et ak, 1992). 


Quando o laser incide sobre os cristais, de forma 
pulsada, a matriz absorve a energia do laser e isso cau¬ 
sa a volatilizayao da matriz. A matriz esta presente eni 
uma concentrator) muito maior do que as moleculas 
analisadas, de forma que proteinas de alta massa molar 
(> 300,000 Da) podem ser volatilizadas senn se degrada- 
rem, pois sao arrastadas a lase gasosa pel as moleculas da 
matriz. Nest a nuvem dc moleculas form ad a ocorrem as 
transfer end as dc protons que leva m a formayao dc ions 
cm fa sc gasosa, que sao entao acelerados ao analisador 
por tempo de voo (ToF) por uni forte campo eletrico (~ 
20 kV). Esse processo e mostrado na figura 27.4. 

Os ions form ados na fonte, ao serem acelerados, 
atingem velocidades que vao depender da relay ao mas¬ 
sa /car ga dc cad a ion, c cssc c o principio da separayao 
de ions cm uni analisador por tempo de voo (time of fli¬ 
ght* ToF). Con side ran do que a energia dc acclcrayao dos 
ions e a mesma e que a velocidade e proporcional a mas¬ 
sa c a acclcrayao, quanto me nor a massa de um ion (na 
verdade, a relacao massa/carga), maior sera a velocidade 
deste fon + Dess a forma, os fans acelerados na fonte, ao 
atravess arena um tubo eni que nao sao sujeitos a camp os 


eletricos ou magnetic os (conhecido como tubo de \ r oo) 
serao separados devido a diferentes velocidades. Ao final 
deste tube encontra-se o detector de ions, que vai entao 
registrar o tempo que cada ion levou para atravess a-lo, e 
a intensidade do sinal c rclacionada ao numero de ions 
que atinge o detector cm cada instante. Esse processo e 
mostrado na figura 27.5, Essa eonfigurayao de si stem a 
e conhecida como MALDI-ToF linear, e tem grande 
aplicayao na analise dc protcmas dc alta massa molecu¬ 
lar, pois, a principio, nao cxistc limitc dc massas para a 
detecy ao linear, e proteinas com massas mol ares acini a 
de 300 kDa podem ser an a li sad as. 

Nas analises dc proteinas por MALDIToF, alcm do 
ion molecular proto na do, outros tip os dc ions podem scr 
observados, como ions com duas ou tres eargas, e tam- 
bem conjugados da proteina, como dimeros e trimeros. 
A figura 27.6 mostra o cspcctro da proteina albumina 
scricabovina (RSA), no qualpodc-sc observar, alcm do 
ion molecular protonado em m/z 66.000 (fBSA + H] 4 ), 
um ion em m/z 33.000 {[RSA + 2H1 44 } gerado a partir 
do ion com duas eargas, c outros dots cm m/z 132.000 
([2 RSA + H] + ) e 197,000 ([3 RSA + H] + ), representan- 
do, respectivamente, o dimero e o trimero de BSA. 

Qiiando peptideos sao analisados, e importante que 
o si stem a seja capaz dc separar diferenyas mini mas dc 
massas para a diferenciayao dc aminoacidos com massa 
semelhante. Para isso, o si sterna de analise linear nao e 
muito eficiente, pois na maioria das vezes o sinal obtido 
nao apresenta resoluyao necessariaparadiferenciayao de 
aminoacidos com pequenas diferenyas de massas. 
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Figura 27.4- Processo de ionizayao em uma fonte de MALDI, O laser incide de forma pulsada sobre os cristais de inatriz/amostra. A 
matriz absorve a energia do laser e e volatilizada, arras tan do para a fase de vapor as moleculas da amostra, que sao kmizadas pel a matriz e 
entao aceleradas em direyao ao analisador por tempo de voo. 
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Figura 27,5 — Processo dc separate dc ions cm urn analisador por tempo de voo (ToF) linear. Ions acclerados na fontc de ions com a 
mesma encrgia aprcscntam vclocidades proportionals a sua rela^ao entrc massa c taiga, ( m/z ), scndo que ions com me nor valor de m/z sao 
mats rapidos que aqueles com m/% maior. Dessa forma, a partir do tempo necessario para tons de um dado valor de m/% pode-se detenninai' 
a massa molar da subs tan da sen do anal \ sad a. 



Figura 27,6“ Espectre de M ALDI-ToF da proteins BSA, Nessc espcctro podern ser observados os sinais do ion com uma unidade de 
carga, representando a massa molar da proteina protonada (Ml l*), e tambem sinais do ion com duas cargas,. [M +- 211]" J t aletn do dimero 
[2M +- E {]* e tiimero [3M + H]" da protein a. 
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Andlises de RJVA, Protein as e Metabolites: Metedohui 


a e Procedimentos Tecnicos 


Em espectrometria de mass as, rcsolu^ao e a capaei- 
dade de um sistema para separar diferen^as mlnimas de 
massas. A resolu^ao e expressa pek formula; 

R = ml Am 

Ondc Am e a difcrcn^a dc massa cntic dois pi cos 
adjacentes que sao pouco separados £ m & a massa no¬ 
minal do prime! ro pleo. Doispicos sao consider ados se- 
parados sea altura do vale entre eles nao ultra pass a urna 
dada porcentagem de suas alturas (normalmente 10%). 
Assim, um espeetrometro com resolu^ao de 10.000 deve 
resolver pioos ocorrendo a valores de m/% de 1.000,0 e 
1.000,1 (Skoog e Leary, 1992). 

Outra forma utilizada para o calculo da re soluble 
dc um analisador c o dc largura do pico a meia altura 
(FWHM, Full Width at Half Maximum). Ncsta forma, 
o calculo c mais simples, c titiliza a relayso entre o valor 
dc m/z do pico com a largura do pico (cm m/z) a 50% dc 
sua altura maxima. 

Em analises por MALDI ToF linear, a resolupao 
nao e muito boa, e a principal razao disso e que, quart- 
do os ions sao acelerados na fonte, eles podem estar 
em po siloes dife rentes na fonte e, com is so, eh eg am 
ao detector em um intervalo de tempo maior do que o 
necessario para a separacao de iso top os, pois vai haver 
um intervalo de tempo entre os primeiros e os ultimos 
ions de mesmo valor dc m/z alcanyarem o detector. 
Ear a resolver esse problem a, loi des envo.lv ido um dis- 
positivo conhecido como reflect ton, que tem a capaci- 
dade de corrigir diferen^as de posicao e vclocidade dc 
ions e com isso au men tar sensivelmente a resolti^ao em 
uma analise de peptideos por MALDI. Na figura 27.7 
tem-se o esquema da separacao de ions por MALDI 
ToF reflectron . 

O reflectron consiste em um arranjo de aneis meta- 
licos, a os quais e aplicado um potencial eletrico com a 
mesma carga dos ions que estao sen do analisados. Esse 
potencial vai aumentando em cad a anel, criando assim 
um campo eletrico crescente. Os ions acelerados na fon¬ 
te, ao entrarem neste campo eletrico, sao desacelerados 
e re acelerados na direqao oposta, em direcao a um de¬ 
tector que lie a na said a do dispositive. Ions com a mes¬ 
ma m/z em diferentes posi^oes vao apresentar diferentes 
trajetorias que vao corrigir essas diferen^as de posicao, e 
com isso aumentar sensivelmente a resolu^ao da analise. 
As analises por MALDI ToF reflectron, ent retail to, sao 
limitadas a ions com m/z ate cerca de 5.000, de forma 
que protein as com alta massa molar devem ser analisa- 
das no modo linear. A figura 27.8 mostra acompara^ao 
de sinais tipicos para um peptideo obtidos no modo li¬ 


near e reflectron, mostrando como a diferen^a de re so¬ 
la >^ao in flu end a a analise. 

A alta resolu^ao obtida no modo reflectron tem 
grande importancia na analise de peptideos de diges¬ 
tao de proteinas: 

- A diferenda^ao dc peptideos com pequenas dife- 
ren^as dc massa (< 0,5 Da) podc scr feita eficicn- 
temente, o que nao scria possivel cm uma analise 
linear. Mara isso, c importante tam.bem aexatidao da 
medida, que podc scr mclhorada com o uso dc pa- 
droes in tern os de massa. 

- Com a separate monoisotdpica dos picos, pode- 
-se garantir que os sinais que serao considerados 
na busca em bases de dados sao realmente gerados 
por peptideos e nao devido a ruido de linha de 
base, o que c importante principalmente quan- 
do sao feitas analises com baixa concentra^ao dc 
amostra ou no modo automatico dc proccssamcn- 
to dc espcctros. 

- Podc-sc dc terminal o cstado dc carga dc um ion, 
pois, como o sinal mede a relagao entre a massa e 
a carga, para um ion com dupla carga, o valor da 
massa sera dividido por dois, e esse f on a presents- 
ra isotopes diferenciados por 0,5 Da de massa. 

Peptide Mass Fingerprint 

Peptide mass fingerprint c a forma mais simples c 
rapida dc sc idcntificar proteinas utilizando espectro¬ 
metria de massas e bioin form atica. A tecnica baseia-se 
na analise dos peptideos gerados por digestao enzi- 
matica de uma proteins, que vai entao gerar uma lists 
de valores de m/z. A analise utilizando MALDI gera 
resultados mais simples de serern analisados devido a 
forma^ao de ions com apenas uma unidadc de carga, 
de forma que podc-sc considerar que cad a valor de m/z 
podc scr relacionado com um peptideo. O conjunto dc 
valores de massas dos peptideos e chamado de impres- 
sao digital (fingerprint) de uma proteins, eeo para me¬ 
tro utilizado na identifica^ao. 

Quando a digestao enzimatica de uma proteins e 
feita utilizando-se uma enzima com sftios de clivagem 
especificos, como por exemplo a tripsins (que rompe 
proteinas no lado C-terminal dos aminoacidos lisina c 
argimna), o mesmo grupo de peptideos sera form ado, e 
o espectro desta proteina digerida com trips!na apresen- 
tari sempre os mesmos sinais de m/z . Esse conjunto de 
valores e comparado com bases de dados dc proteinas, 
nos quais estao deposits das sequencias completas de 
proteinas. Com a informa^ao do tipo de enzima utiliza- 
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da (e, portanto, os sitios dc clivagcm), e feita uni a “di- 
gestao” virtual (in silico) gerando a in form a 920 das mas- 
sas m ole cu lares dos peptide os form ados ao se romper a 
protein a nos sitios especifi cos. Os valores experimentals 
sao entao comparados corn os valores gerados na base de 
dados, e o resultado e entao apresentado como uma 1 ista 
das proteinas da base de dados com maior probabilidade 
de serem identic as a protein a sen do ana 1 isada T baseada 
no numero de valores de m/z presentes nos dados expe¬ 
rimental e de base de dados, 

Esta busca podc ser feita nao apenas cm banc os dc 
dados de proteinas, mas tambem em bases de dados 


de sequencias de DNA, que sao transformadas a se qu¬ 
eue ias de aminoacidos. Essas proteinas bipoteticas sao 
da mesma forma ^digeridas” gerando listas de mass as 
de peptfdeos a serem utilizadas na busca, Um esquema 
desse processo e apresentado na figura 27,9, 

Em analises por PMF, nao sao os espectros de 
massas, mas sim uma I ista dc massas gcrada a parti r 
do espectro o para metro utilizado na compara^ao, Is so 
faz com que a identifica^ao seja bastante rapid a, e uma 
busca cm uma base de dados completa, com mais de 
200,000 proteinas, possa ser realizada em poucos se- 
gundos por meio da Internet 
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Figura 27,7 - Processo dc scpara^iio dc ions cm um analisiidorpor tempo dc voo (ToF) refcctron, Pcqucnas diferm^as na velocidade dc ions po- 
dem ser corrigidas no Tejfectron, aumentando a res oilman c exatidao da analisc. O reflectron cria um campo clctrico cresccnte com a mesma earga 
dos ions, que ao entrarem neste dispositivo sao desaeelerados e reacelerados em dire^ao ao detector. Diferentes trajetorias de ions com diferentes 
velocidades fazem com que tenham a veloridade comgida, e tons com massa identica ehegam ao detector exatamente no mesmo momento. 



analisadoi' de massas de separar diferen^as mini mas de valores de m/z. Analises tio modo reflectron apresentam alta resolu^ao, necessark na 
analise de peptfdeos de digestao enzimatica. 
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Figura 27,9 ~ Esqucma dc idcntificagao dc protcinas per peptide mass fingerprint (PMF). Amostras pruvcnic rites do geis 2D sao submetidas 
it digostao enzimatica, e a determinagao do conjunto dc masses dos peptideos gerados na digestao 6 a impress iao digital da proteimi, que e 
comparada com bases de dados de protein as para gerar a idenrificagao de pmreinas de forma raps da e efidenfe. 


Nestas buscas, outros tipos de filtro podem ser uti- 
lizados, como a taxonomia do organismo sendo cstuda- 
do, faixas dc pi c massa molar das proteinss (infbrma- 
qao que pode ser obtida por eletroforese bidime n s ion a 1). 
Com isso, pode-se retringir a busca de proteinas com 
cstas caractcristicas, tornando a busca mais cspcclfica c 
a idcntifica^ao mais segura, 

Entretanto, essa identificaqao depende da presen- 
qa da proteina nas bases de dados. Para proteinas nao 
dcscritas cm bases dc dados, dc organismos que nao 
tenham scu genoma scquenciado, outras tccnicas de es¬ 
pectrometria de mass as sao utilizadas para o sequencia- 
rnento de peptideos. 

Sequenciamento de Peptideos 

O sequenciamento de urn a proteina Intacta util izando 
a espectrometria de mass as ainda nao e possivel. Entre¬ 
tanto, a determinaqao da sequencia prim aria de peptideos 
pode ser eficicntemente realizada pc la tecnica, gerando 
dados que muitas vezes sao suficientcs para a identifica- 
qao de proteinas por comparaqao corn bases de dados. 

O principio basico do sequenciamento de peptideos 
por espectrometria de mass as cons is te 11 a difereneiaqao 
de amino acid os a partir da massa molar de ions e da 


stia fragmenta^ao sequential. A figura 27.10 apresenta 
as cstruturas, a composi^ao quimica c a massa molar 
dos 20 amino aeidos csscnciais. 

Para o sequenciamento prcciso de amino aeidos e 
necessario que o e spectre metro de mass as apre sente aka 
rcsolu^ao, que permita a separaqao dc pcquenas diferen- 
qas dc massas, como a dos a mi noacid os como glutamina 
e lisina, entre os qua is cxistc uma diferenpa dc massas 
dc 0,3 Da. Alta exatidao c tambem necessaria para a 
determinaqao da composite quimica dc peptideos c 
fragmentos, 

Diferentes tccnicas possibilitam a fragmentapao dos 
10 ns moleculares de peptideos gerando uma sequencia 
de fragment os de ions que permitem a determ ina^ao da 
sequencia do pcptidco. A figura 27.11 mostra os tipos 
de ions frequentemente observed os na fragmentapao de 
peptideos por me tod os dc i'ragmentaqao de ions como 
MS/MS c PSD, c a denominaqao utilizada para estes. 
A numeralao destes ions c feita a partir do ion dc mc- 
nor massa, assim as series C-terminais sao numeradas 
a partir do lado C-tcrminal, e os ions N-terminais, a 
partir do lado N-terminal. 

Para a determinate de uma sequencia de aminoaci- 
dos de um peptideo, deve-se deduzir a qual serie de picos 
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corresponde cada sinal no espeetro, o que muitas vezes 
pode ser uma tarefa bastante complexa. Geralmente es¬ 
pectros de MS/MS apresentam uma grande quantidade 
de sinais que podem variar bastante em rela^ao a inten- 
sidadc, sendo que algims dos ions de uma serie podern. 
nao cstar presences no espeetro. Comumente, as series b 
e y geram picos mais intensos, e sao as primeiras series a 
serem invest i gad as, Apds a loealiza^ao dos pi cos de uma 
serie, a scqucncia pode scr deter mi nada ealculando-sc a 
diferen^a de massas e litre os pi cos consccutivos de cad a 
serie e re lac ion an do essas diferen<;as de massas com as 
de resfduos de aminoacidos (MM . . - IS), e nao 

com a massa do aminoacido isoladamcntc, pois, quando 
sao ligados urn ao outre por liga^oes peptidicas, os ami¬ 
noacidos perdern uma molecula de H ,G, e as diferen- 
^as de massas dos fragmentos sao na verdade as massas 
destes residues, A tabcla 273 apresenta as massas mo- 
noisotopicas e medias dos fragmentos dos aminoacidos 
cornu ns e tambem as modifica^oes mais comuns a cad a 
um f com a respectiva altera^ao de massa molar. 


O sequendamento de um pepttdeo e feito a partir 
das diferer^as de massas entre fragmentos da mesma 
serie de ions, considerando os valores de m/z dos ions 
form ados na fragmentation Dessa forma, e necessaria 
a identificaqao dcstas series no espeetro de massas para 
que a sequenc.ia de aminoacidos possa ser determinada. 
A identificaqao destas series de ions nem sempre e uma 
tarefa simples, pois muitas vezes a mistura de ions de 
diferentes series tornam o espeetro bastantc complcxo, 
A digesrao cnzimatica utilizando trip si na e utilizada 
na grande maioria das analises por MS/MS, pois os 
residues basicos arginina e lisina fazem com que a car- 
ga fique localizada prefercncialmcnte nestes resfduos 
do lado C-terminal, gerando espectros com series y 
dom mantes e ions b pouco intensos, o que facilita a 
identifica^ao (Staudenmann c James, 2001), A inter¬ 
pret at ao dos resultados pode ser feita com a utiliza^ao 
de softwares de inte r pretax ao, que vai depender muito 
da qualidade dos espectros de MS/MS, sendo que em 
muitos casos e necessaria a interpreta^ao manual dos 


Tabela 27,1 - Massas mol ares 
esseneiais. 

monoisotdpicas e medias e 

modifier toes 

mais comuns para os 20 aminoacidos 


Massa 

m mi t »is ntcSpie a 

Massa 

media 

Modibca^oes mais comuns (e adF 
f ocs de massa molecular nominal) 

Glicina (G) 

5702146 

57,0519 


ALanina (A) 

71.03711 

71.0788 


Serina (S) 

87.03203 

87.0782 

Fosforila^ao (80); O-glicosila^ao 

Prolina (P) 

97.05376 

97.1167 


Valina (V) 

99.06841 

99.1326 


Tree run a (T) 

101.04768 

101.1051 

Fosforila^ao (80); O-glicosila^ao 

Ci stein a (C) 

103,00919 

103.1388 

Carbamide me til {57); S-propionamida 
(71); S-piridiletil (105) 

Leucina (L) 

113.08406 

113.1594 


Isolcucirta (T) 

113.08406 

113.1594 


Asparagina (N) 

114.04293 

114.1038 

N -glicosila^ao (162 para glicose) 

Acido aspartico (D) 

115.02694 

115.0886 

Esterifica^ao (14 para ester me til ico) 

Glutamina {QJ 

128.058.58 

128.1307 


Lisina (K) 

128.09496 

128,1741 

AcetiJa^ao (42), ho mo arginina (42) 

Acido glut am ico (E) 

129.04259 

129,1155 

Estcrifica^ao (14 para ester mctflieo) 

Metionina (M) 

131.04049 

131.1926 

Oxida^ao (16) 

Histidina (H) 

137.05891 

137.1411 


Fcnilalanina (F) 

147.06841 

1471766 


Arginina (R) 

156.10111 

156,1875 


Ti rosin a (Y) 

163.06333 

163,1760 

Fosforila^ao (80) 

Trip rota no (W) 

186.07931 

186.2132 

Oxida^ao (16) 
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resultados* Neste capitulo nao sera detalhada a inter- 
preta^ao de e spectres de MS/MS de pep tide os, mas 
na literature podein-se encontrar varies textos des- 
crevendo metodos para interpreta^ao desses espectros 
(Staudenmann e James, 2001; Acbersold e Goodlett, 
2001) (Fig. 27.12). 

Considerafdes Finais 

O desenvolvimento verificado nos ultimas a nos no 
campo da analise proteomica e bast ante similar ao ob¬ 
served o em genomica na decada pas sad a. O erescimento 
no numero de proteinas e sequencias de DNA presentes 
em bases de dados tern tornado possivel a idcntifica^ao 
de proteinas de forma rapid a e segura. Uma corrida em 
busca de novas tecnologias por em pres as e por grupos 
academicos faz com que as analyses se tornem cada vez 
mais rapid as, sensiveis e cficicntcs c c.onfiavcis. Uma 
grande variedadc de sistemas esta atualmcntc disponi- 
vel, apresentando diferentes opqoes para a separate, 
detec^ao, identifica^So e quantifica^ao de proteinas em 


misturas complexas* As tecnicas baseadas em eletrofo- 
rese bidimensional e MALD1 sao atualmente as mais 
simples e estabelecidas, e podem ser feitas em alta e sea la 
com a utiliza^ao de sistemas robotizados* As tecnolo¬ 
gias envolvendo cromatografia liquid a multidimensio¬ 
nal acoplada a espectromctria dc massas (LC-ES1-MS/ 
MS) e arrays de proteinas vem-se desenvolvendo rapi- 
damente. Essas tecnicas, e litre tan to, ap re sen tarn van¬ 
tage ns c limita^ocs, sen do que nenhuma dclas e capaz 
dc analisar tod as as proteinas de um organ is mo, sendo 
complementares umas as outras. 

Lab oratorios em to do mundo vem utllizando essas 
tecnicas no estudo de doen^as e tratamentos, de varios 
organismos, incluindo projetos envolvendo o proteoma 
humane, de virus, bacterias e plantas. Nos proximos 
anos cspcra-sc que os rcsultados desses cstudos tragam 
melhorias diretas a socicdadc, como tecnicas dc diag- 
nostico e novas drogas e tratamentos no comb ate a va- 
rias doen^as, como o cancer, e tambem no controle de 
pragas que atacam a agricultural 
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Figura 27.12 - Espectro de ms/ms dc urn peptideo cam earga +2, dc m/z 827 obtido cm um sistema Qj70f, A sequencia do peptideo sc rcferc 
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28 . HPLC - para Isolamento e 
Identifica^ao de Compostos 

Ivo Leif run 


Tntrodu^ao 

A cromatografia liquida de alto desempenho 
(CLAD), mais conhecida como HPLC, do ingles High 
Performance Liquid Chromartography cuma tecnica para 
scpara^ao, purifica 9 ao c, cm alguns casos, dc identifi- 
ca^ao de compostos com mais divers as earacteristicas. 
Tern aplica^ao ere see rite na industria (farmaceutica, cos¬ 
ineti cos, alimeotos, petroqufmica etc,) cm lab oratorios 
de analises clinicas c toxicologic as, entre outros, alem, 
e claro, da pesquisa cientffica. As principals car acre ds- 
ticas que tem tornado esta tecnica uma terramenta de 
uso crescente em todos estes campos e a rapidez de sua 
execu^ao aliada a uma excelente sensibilidade e repro- 
dutibilidade. Aliada a estas caracterfsticas, e, na maioria 
das vczes, uma tecnica nao d e strut iva, is to c, o material 
separado mantem-se intacto, o que tem muitas vezes 
justificado a troca de cromatografos gasosos pelo cro- 
matografo liquido, uma vcz que a amostra submetida a 
cromatografia liquida podc scr utilizada cm outros cn- 
saios, o que nao ocorre com o primeiro. 

O custo do equipamento tem di mi nut do sensivel- 
mente e depende ha si cam ente da sua configura^ao e 
acessorios que scrao acoplados. Urn sis tem a simples dc 
uma bomba, uni espectrofotometro de comprimento dc 
onda fixo, um registrador grafico tem custo aproximado 
de US 7-8.000, enquanto um sistema de gradiente com 
injetor c colctor automatico dc amostras, varios dctc- 
torcs, degascificador dc solventes c aquisi^ao dc dados 
via computador tem custo de ate US 70.000 e se adicio- 
narrnos a este sistema um detetor de massas este custo 
chega a quad rupli car! 

Entre tanto, e precise ter a no^ao de que um sistema 
deste tipo deve adequar-se a exigencias e necessidades 
do usuario e as tarefas que deverao ser executadas pelo 
equipamento. Existe um sem-numero de revisoes, alem 
de livros, que descrevem o equipamento e a tecnica em 
questao, Este capitulo nao tem a pretensao de esgotar o 


assunto, mas sim de possibilitar ao leitor uma aborda- 
gem inicial da tecnica. Dcvcm-sc forncccr os aspcctos 
fundamentals do equipamento bem como d os sc us com¬ 
ponents, alem dc abordar algumas aplica^ocs, incluin- 
do -se a£ algumas teen leas operacionais. Outro a spec to 
importante e que em mu it os casos, como na industria 
farmaceutica ou cm laboratorios que efetuam analises, 
os equipamentos utilizados passam por um processo dc 
valida^ao dc scus componcnfcs, o que gar ante a crcdi- 
bilidade, a exatidao e a reprodutibilidade dos re suit ados 
obtidos. Estes aspectos possuem legisla^ao especffica e 
nao serao abordados neste capitulo. 

Historico 

A cromatografia (do latim cromathos— cor e grapbos 
escrita, registro) e uma tecnica desenvolvida ha rnuitos 
seculos, em que, no prinefpio, extratos de plantas cram 
separados pela adsor^ao de um liquido (solvente aquoso 
ou organ ico) em uma base solid a (pa pel ou silica aplica- 
da cm uma placa dc vidro). Norm aim ente, csta tecnica 
rcsultava na separate dc “manefaas” com diferentes 
colora^ocs, dai o tiomc. Posterior mente, verificou-sc 
que o adsorvente (tambem denominado de fase esta- 
cion aria) poderia ser particulado de divers as formas e 
colocado em colunas de vidro de divers os tarn a olios 
(colunas) dcscnvolvcndo-sc, a partir dai, as rcsinas cra¬ 
niate grafic as base ad as cm cclulosc, polisacaridcs, po- 
liacrilatos etc, como as rcsinas dc Scphadex, Biogcl etc, 
Estas resinas acondicionadas em colunas possibilitavam 
a recuperaqao do material com mais facilidade, alem 
da separaqao de quantidades muito mais significativas 
de material (incluindo-se a esc ala industrial de purifi- 
cayao). Is to perm it iu tambem a ado^ao de si stem as de 
registro da cromatografia e coleta das frames que cram 
eluidas atraves de coletores automatizados, facilitando 
em muito o procedimento. Mais ainda, o registro dei- 
xou de ser efetuado pela observa^ao direta de mane has 
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col or id as on ainda pel a aplica^ao de corantes a silica ou 
papel ? para o monitoramento atraves de espectroioto- 
metros em diverses comprimemos de onda. Este fato 
ampliou ainda mais a sensibilidade da metodologia, 
alem de permitir a identifica^ao dos com pone ntes da 
mistura sem interferir na sua estrutura. O solvente (ou 
fasc movcl) utilizado para pcrmcar o gel c carrcar, dc 
acordo com a resin a empregada ou os diferentes com- 
ponentes da mistura, pode ser uni solvente aquoso ou 
organico c cm muitos cases c um tampao com pH fi- 
siologico capaz de retcr a atividade* principalmente de 
compos to s de origem bioldgica, como, por exemplo, 
enzimas, peptideos etc, A cremate grab a Ifquida de 
alto desempenho (CLAD) apareceu no final dos anos 
60 e inicio dos anos 70 como um desenvo 1 vi men to da 
cromatografia convencional ou de baixa pressao, Este 
avan^o so foi possivel pelo desenvolvimento de sistemas 
de bombeamento em a It a pressao de pequenos volumes 
(ao red or dc 1 mL por minute), mas, principalmente, 
de resinas cromatograficas derivadas de silica com pro- 
pried ades bastatute particulares e que eram capazes 
dc rcsistir a altas prcssocs (ao redor dc 2.500 psi)* As 


resinas convencionais, mesmo as mais rigid as, nao re¬ 
gistrant a pressoes superiores a 400 psi e a silica con¬ 
vencional utilizada em teenicas dc camada delgada ou 
cromatografia gasosa nao apresentava as car actcr 1 st teas 
quimicas necessarias para separar compostos qmmicos 
como pro tei nas e peptideos, e mb ora fossem bast a nte 
satisfatorias para compos tos organicos c inorganicos 
mais simples do que os antcriorcs. Esta tccnica tambem 
tern substituido em muitos casos a cromatografia con¬ 
vencional, principalmente em fun pan da rapidez que a 
tccnica pode ser executada. 

O que e o Equipamento de HPLC 

A fig ura 28.1 i lustra os principals comp one ntes que 
fazem parte integrants de um equipamento de HPLC, 
cada um dos modules sera desert to a seguir* 

Bomba 

O equipamento de IIPLC e um si stem a de croma¬ 
tografia dotado, cm gcral, por uma (sistema isocratico) 



Detector (UV, MS, IR. ECD etc,) 


Figura 2S.1 - Principals components s do equipamento 1 IPLC, 
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ou duas bombas (sisterna gradientebinario), podendo ter 
ate quatro bombas ou capacidade de bom bear ate quatro 
solvent es dife rentes (si stem a quaternary), Estas bombas 
sao eonfeccionadas em material resistente a abrasao (a^o 
inox) e o citindro que bom be i a o sol vent e normal men te 
e de safira sintetica. Os volumes a serein bombeados va¬ 
riant desde microlitros por minuto ate 100 mL ou mais 
(em sis te mas preparatives). Em fun^ao de o volume ser, 
na maioria das vezes, reduzido e da precisao como deve 
ocorrer este bombeamento, alem da a It a press ao a que 
e submet id o o solve nte f as bombas sao controladas por 
microprocess adores, Outra caracteristica desta bomba e 
que ela trabalha com dois pistoes em movimentos al- 
ternados ou ainda e dotada de so fistic ados si stem as de 
amortecimento de pul so para evitar que o pul so de sol- 
vente provo cado pel a bomba possa aearretar o registro 
de am pico inexisrente. 

O Injetor 

O injetor de amostras pode ser de dois tipos, o com 
fluxo par ado no qual o bombeamento deve ser inter rom- 
pido para a inje^ao da amostra, e, o mais comum e mo- 
demo, o com fluxo continue, tambem conhccido pclo 


nome comercial de Rheodyne. Este injetor permite que 
se fa^a a injefao da amostra dentro de um loop sem que 
seja necessario interromper o fluxo. A vantagem deste 
injetor c que o si stem a sc m ant cm cm equilibrio, o que, 
cm determined as ocas iocs, c fundamental para que urn a 
analise seja reprodutiva. Os volumes que podem ser in- 
jetados variam desde microlitros ate varies mililitres. 

A figura 28.2 ilustra a construpao de um injetor 
Rheodyne e suas posiloes de carga da amostra e injepao 
para a coluna* 

Coluna 

A coluna cmmatografica para ITPLC normalmente 
consiste em um tubo de inox de alta resistencia a pres- 
sao contendo uma re sin a tambem resistente a altas 
pressoes comp act ada atraves de prensa. Dessa forma, ao 
contrary do que ocorre em si stem as convenciotiais de 
cromatografia, c inviavel sc cxecutar a ta refa dc cm pa- 
cot arnento da resina dentro da coluna por processo ma¬ 
nual. Falaremos com mais detalhe sobre as diferentes 
caractcristicas que as rcsinas podem apresentan Ana- 
logamcntc do que ocorrc com a cromatografia convcn- 


Amostra 



Esgoto 


Coluna 


Carga da 
amostra 



Esgoto 


Coluna 


Injet ao da amostra 
na coluna 


Figura 2ft. 2- Corntru^ao de um injetor Rheodyne e suas posifoes de carga. 
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cional, o comprimento e a largura da coluna variam de 
acordo com a maior ou men or quantidade de material 
que sera separada, podendo ser divididas em; 

Colunas analitica: com diametro de 2-6 mm e com- 
primento que varia de 10 a 30 em para as resinas porosas 
e de 50 a 100 cm para as resinas peliculares. 

Colunas preparativa: geralmente com diametro acl- 
ma dc 6 mm e comprimentos dc 25 a 100 cm. 

Nao estao incluidas as colunas de use industrial de 
tamanho bem maior. 

Normalmente, estas colunas sao m anti das a tem- 
peratura ambiente, podendo haver, em alguns cases, a 
necessidade de termostatizar a coluna (como no easo da 
analise de ami node i dos, separagao de pol finer os etc.) 

Ex is tern ainda as pre-colon as, normalmente de 4,6 
mm por 1 a 5 cm, cujo objetivo e o de proteger a co¬ 
luna principal de possiveis contaminantes presentes na 
amostra a scr purificada; ncsta coluna, por suas dimen- 
socs reduzidas c por nao ter fungao dc separagao, c pos- 
sivel trocar a resin a quando ja esta rnuito suja ou quando 
a p re-coluna ap re sent a aumento excessive na pres sao dc 
trabalho. 

Resinas 

As resinas que irao constituir o Techeio' 1 das co¬ 
lunas podem ter as mais diversas caracteristicas, con- 
tribuindo, com is to, para a versa til id ad e que o cqui- 
p amen to apresenta tanto nos process os de purificagao 
como nas retinas analfticas* E litre tan to, to das elas 
ap re sen tarn uma caracteristica em comum a resistencia 
a pres sees elevadas prove cad as pelo bombeamento do 
solvente eni alta pressao. Esta capacidade de resist!r a 
pressoes elevadas pode variar desde 20 bar ate 300 bar, 
colunas convencionais, mesino as mais rigid as resistem 
a apenas 4-5 bar. Mais e specific ament e sobre as resi¬ 
nas utilizadas para purificagao e analise de proteinas, 
podem os citar as de tase reversa, cufa matrix e baseada 
eni silica 100 on 60 e que podem ter acoplados a esta 
matrix diterentes "bragos” de carbono como C4 (butil), 
C8 (octil) e C18 (octadecil), sendo as duas primeiras 
utilizadas mais para polipeptideos e macromoleculas 
e a ultima para peptldcos e compos to s de baixo peso 
molecular. Alcm destas, podemos utilizar colunas com 
resinas de me nor pres sao de trabalho, principalrnente 
para a separagao de macromoleculas entre estas pode¬ 
mos citar as de troca ionica (DEAE e CM), as de per- 
meagao em gel (TSK-SW 2000, 3000, 4000) e outras 
de diverse fabric antes. Normalmente, a base destas 


resinas e polimerica (poliestireno-divinilbenzeno) e os 
metodos de separagao sao si mi lares aos executados em 
colunas convencionais e de FPLC {fast protein liquid 
chromatography ), com a diterenga de que a resolugao 
e mais satisfatdria e o inconveniente de que as quan- 
tidades a serein injet ad as normalmente sao men ores. 
Existem, alem destas, colunas de separate quiral, ea- 
pazes de separar isomeros del; outras colunas com 
grupamentos ienil, ciano, amino etc. sao utilizadas 
para aplicagbes especi'ficas. Nao nos deteremos tieste 
capftulo nas bases matematicas que possibilitam a ava- 
liagao dos parametros de separagao, falaremos apenas 
de algumas definigoes para que o lei tor ten ha em men- 
te que estes parametros sao a base para a obtengao dos 
resultados observados na pratica. Entre os principals 
termos e conceitos ternos: 

Ease estacionaria - c a resina que preen die a coluna, po¬ 
dendo ter caracteristicas as mais diver sas, conforme 
vimos anteriormente. 

Fase movel — e o solvente ou rnistura de solventes (no 
caso de gradiente de solvente) e res pon save 1 pel as 
mud an gas dinamicas durante o processo, rnodili- 
cando a interagao entre o analito (substancia que se 
quer purificar ou analisar) e a fase estacionaria. 

Volume morto - 6 o volume interne da coluna prccnchi- 
do apenas pclo solvente, is to c, re ti ran do-sc o volume 
correspondence ocupado pcla resina cromatografica* 
Este volume depende do tipo dc resina c poro inter- 
no que a resina pode ter. De modo geral o volume 
morto de um sistema de HPLC e re present ado pela 
coluna e pelo sistema de condugao e corresponde ao 
volume coletado a partir da injegao da amostra ate 
o pico dc injegao (que e o primeiro pico observado 
apos a injegao do material), que corresponde ao ma¬ 
terial nao retido na coluna. 

Tempo dc retengao ou fator dc capacidade (If) - o vo¬ 
lume morto para efeitos de calculo pode incluir o 
volume existente nas conexoes desde o injetor ate a 
said a do detector. 

Seletividade ou fator de separagao (alia) — e a relagao 
existente entre diferentes analito s e a fase movel, is to 
c, a capacidade que um analito tem dc sc dissolver ' 
na fase movel cm relagao a outro. 

E fid end a ou mimero de pratos tebricos (N) — e o valor 
teorieo exibido por uma coluna e represents a ca¬ 
pacidade que uma coluna tem de definir um deter- 
minado analito. Tsto e representado pela capacidade 
de separagao e pela definigao de cada um dos picos 
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registration Tambem afetam esta efieiencia o fator 
de dilui^ao represen tado pel as conexoes in tern as do 
e q uipam ento (tubu 1 a£.o e s). 

A equa^ao geral de resolu^ao para uma cromatogra- 
fiac descrita per uma cquagao: 


R= % [(«-1)/a) (VN) (k’/l+k)] 

Seletividade Eficiencia Reterupao 

A figura 28.3 ilustra o mecanismo pelo qual as rest- 
nas de fase reversa (C4, C8, CIS etc.) atuam durante o 


processo de separate das substancias que estao sendo 
analisadas. 

A figura 28.4 ilustra a diteren^a entre os para metros 
rclacionados a cap acid adc dc uma rcsina cm separar os 
componentes de uma mistura. 

Detectores 

Outre avan^o c.onsideravel que contribuiu para a 
elevada sensibilidade dos equipamentos de HPLC foi 
o desenvolvimento de detectores com capacidades de 
registrar quant id ades minima s de compostos presente s 



Figura 28.3- Cromatogralia era resinas de fase reversa, raostraodo a interafao do analitko com a fase move! polar e a fase estacionaria apo- > 

la r. 



Figura 2R.4- Diferen^a tia separacao de components de uma mistura. 
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dentro de uma mistura a ser separada. Dentre os dife¬ 
re ntes tip os de detectores podemos eitar: 

Detector espectrofotometrico ultravioleta-visivel (UV- 
Vis) — este detector e o mais comumente utiltzado 
e pode trabalhar com um comprimento de onda fixo 
no qua! nao ha possibilidade dc mudan^a do coinpri- 
mento de onda, exceto com a troca do filtro, on o dc 
comprimento dc onda variavel (mais utilizado), quc 
per mite quc sc modifiquc o comprimento dc onda dc- 
pcndcndo da analisc quc sera fcita. Em alguns casos, 
e possivel program ar mudan^as neste comprimento 
de onda em uma mesma corrida. O comprimento de 
onda pode variar de 190 a 400 11 m (ultravioleta—lam- 
pada de deuterio) ate 400 a 700 nm (visivel—lampada 
de tungstenio). O tamanho da cub eta de leitura nestes 
cquipamcntos nor malm cnte varia dc 8 a 14 micro- 
litros c nos si stem as microanaliticos entre 2 c 3 mi- 
crolitros, is to possibilita a leitura dc vol umes muito 
pequenos da amostra cm um espa^o diminuto, o quc 
proporciona uma amplifica^ao signifkativa do sinal 
que sera gerada pela fotocelula. Esta ceia e aberta, 
permitindo o fluxo continue de solve nte atraves dela. 
Gutra vantagem associada a este detector e seu custo 
e sua manuten^ao relativamente simples em oompa- 
raqao aos outros. 

Detector espectrofotometrico de arranjo de diodos — e 
um descnvolvimcnto do detector UV-Vis, no qual 3 
alcm da leitura em um comprimento dc onda dctcr- 
minado, e possfvcl sc efetuar cspcctros dc cada com¬ 
pos to cluido no processo dc separa^ao* Com is to, 
alcm dos picos corrcspon dentes a cada um dos com- 
ponentes em detenninado comprimento de onda, o 
analista ter a um espectro de varredura UV daquele 
comp os to. E um detector muito utilizado nas indus- 
trias quimica, farm ace utic a e de alimentos. 

Detector de fluorescencia - este detector de conftgu- 
ra^ao analoga ao detector espectrofotometrico tern 
como caractenstica a possibilidade dc efetuar a lei- 
tura dc compos to s capazes dc cmittr luz sob dctcr- 
minadas condifoes, Neste caso, c ncccssario ajustar 
do is comprimcntos dc onda cm quc o primeiro c 
denominado dc cxcita^ao c faz com quc as molccu- 
las a serem analisadas fiquem no estado “excitado'b 
isto e, capazes de emitir fotons de luz; e o segun- 
do comprimento de onda, designedo de emissao, e 
o comprimento de onda no qual o 16ton emitido 
e capaz de ser detectado pela fotocelula. Em mui¬ 
to s casos, qirando nao se conhecem esses valor es, c 
possivel de se obter no proprio aparelho o espectro 
de fluorescencia de detenninado compos to atraves 


da varredura espectral. Urn fato que pode ocorrer e 
que em mistura complexa alguns compostos tenham 
uma emissao bast ante significativa, enquanto outros 
nao sao capazes de provocar emissao. Neste caso, e 
precise delinir quais os compostos cuja fluorescen¬ 
cia e mais import an te e efetuar a leitura baseada 
nos comprimcntos de excita^ao e emissao para este 
compos to. A vantage m deste tietector e sua elevada 
sensibllidade, cerca de 1.000 vezes maior do que a 
obtida com os detectores espectrofotometricos, isto 
e na taixa de picomolar (10" 12 M), mas tern como 
principal desvantagem a de nao registrar compostos 
que nao emitem fotons como compostos organ!cos 
alifaticos, compostos inorganicos em geral, e algu- 
mas moleculas organicas. Por outro lado, o ruido no 
sinal causado pelo solve nte de elui^ao da amostra 
alem de sais presentes nos tampdes biologicos, po¬ 
de m inviabilizar a identifica^ao da amostra. 

Detector eletroquimico — baseia-se no principle de que 
as substancias podem sofrer processes de redu^ao/ 
oxida^ao; quando na presenqa dc um cietrodo sob 
deter minadas condi £.6 cs (corrente e tensao), cstas 
variances podem scr detectadas comparando-sc a 
uma ccla dc referenda e este valor idcntificado como 
um pico. Norm aim ente, os clctrodos sao dc grafite, 
prata, ouro ou ate plarina. Trata-sc dc um detector 
dos mais scnsivcis, abaixo inclusive do detector dc 
fluorescencia atuando na faixa dc fentomolar (lO" 1 ^ 
M) da substantia, podendo identificar os mais diver- 
sos tipos de compostos. As principals des vantage ns 
decorrem pfincipalmente da elevada sensibilidade, o 
que acarreta um aumento no nivel de ruido da linha 
de base e, principalmente, pela possibilidade dos pro¬ 
cesses redu^ao e oxida^ao (red/ox) ocorrerem com 
os sais e compostos presentes na solu^ao de elui^ao. 
Para minimizar esta interferencia, e necessario efe¬ 
tuar um processo denominado dc "passiveao” do 
eletrodo, isto c y o solve nte c rccirculado pclo sistema 
ate quc todos os componentes do tampao ja tenham 
passado pelo processo red/ox, c assim nao sera ge- 
rado nenhum sinal, e a linha dc base sc estabilizara, 
caso contrario, ocorreria um sem-mimero dc picos 
corrcspondcntcs ao processo, impossibilitan do a de¬ 
tect ao adequada dos componentes da mistura que 
se quer separar. Outro problem a e o da satura^ao do 
eletrodo, pois, por possuir uma superfleie limitada, 
aos poucos vai havendo redu^ao na capacidade do 
eletrodo de efetuar a rea^ao red/ox em virtu de do 
deposito de sais, ou ainda em virtude da concentra¬ 
te muito elevada de um detenninado componente 
na mistura. Por este motivo, este e um detector mui- 
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to utilizado para fins analitico-diagnosticos e quase 
nao utilizado em rotinas de purifica^ao preparativa. 

Detector por espectrometria de mass as - trata-se de urn 
sistema de detec^ao altamente sensivel, chegando 
ao nivel de a to mol (10 13 M). Raseia-se no princi¬ 
ple) obten^ao da mass a da molecula e de sens frag- 
mentos pel a ioniza^ao ou ainda pel a nebuliza^ao 
ern nitrogenio e aplicaqao de um campo magnetico 
de valor elevado e em alto vacuo. Os componentes 
obtidos e sens fragmentos sao detectados em uma 
placa metalica, A desvantagem desta metodologia, 
alem do custo bastante. elevado, e o da tmpossibi- 
lidade dc se obter valor cs das quant id ades de cad a 
componente, obtendo-se basicamente a rela^ao 
m/z (massa/carga) da molecula e dos scus frag- 
mentos. Outra didculdade e a de nao se saber qual 
a natureza dos compos to s, muito e mb ora existam 
programas acoplados a maquina que podem sugcrir 
as cstruturas mais provavcis. Outro aspecto c que 
normalmcntc o equip amen to trabalha cm faixas 
reduzidas de peso molecular, ao red or de 2.5 GO Da, 
o que dificulta sua utilizafao para macromoleculas 
como proteinas e peptideos. Na industria quimico- 
-farmaceutica ainda nao c muito utilizado, embora 
possa ter larga apIica^ao, cm virtilde do seu elevado 
custo. 

Outros Dctcctorcs 

Ex i stem outros tip os de detectores que, em fun^ao 
do tipo de utilizaqao ou em virtude do elevado custo, sao 
empregados em menor esc ala entre eles po demos citar: 

Detector de in dice de refra^ao - muito utilizado na in¬ 
dustry de polimeros e de a^ucares efetua as medidas 


dos compostos por meio da varia^ao do mdice de 
refra^ao de um feixe luminoso. Sua desvantagem e 
a de nao ser muito sensivel, alem do fa to de que, 
rnuitas vezes para que a medida possa ser efetuada, e 
necessario aquecer/resfriar a amostra, 

Existem ainda detectores de infravermelho e de io- 
nizaqao de chama para aplicaqoes bastante especfficas, 

Uma possibilidadc adicional e a dc sc co nectar va¬ 
ries regist rad ores com camctcrfsticas dife rentes cm sc- 
quencia, obtendo-se assim interpreta^oes distintas para 
a amostra que esta sendo separada. 

Outro aspecto import ante c o dc que os dctcctorcs 
por espectrometria dc massas c clctroqulmico sao dcs- 
trutivos, is to c, para efetuar a dctcc^ao o compos to c 
modifieado ou destruido no processo e, portanto, nao e 
re cu per ado para ensaios posteriores. 

A tabcla 28.1 ilustra as difcrentes caractcrfsticas dc 
cad a um dos registr adores que podem scr acoplados a 
um sistema de HPLC. 

Sistema de Tubulapao para Conexao entre os 
Modulos 

A passagem do solvente atraves dos diferentes mo¬ 
dulos e efetuada pelo sistema de tubula^ao com as ca- 
racteristicas a seguir. 

Os tubes provenientes do reservatorio de solvente 
ate a admissao pelo sistema de bombas normalmente 
sao de plastico especial ou teflon resistente a solventes 
organicos e acidos fortes, Na extremidade que fica imer- 
sa no frasco de solvente normalmente e conectado um 
filtro de vidro sintcrizado ou metal niicroporoso para 
evitar a entrada dc partial las no sistema. 


Tabela 28.1 -Principais detectores utilizados em cromatografia liquida. 


Detector 

Rcfratora m c nto 
(i nfravermelho) 

U Wvtsfvel 

Fluorescencia 

Espectoinetria de massas 

Ektrocjiiiimco 

(amperometrico) 

Resposta 

Universal 

Moderadamente 

Altamente 

Universal 

Altamente 

sdetiva 

sdetiva 

sektiva 

Faixa dc sensibiiidade 

Mkrogramas 

Nano gram as 

Pkogramas 

Fentogramas 

Picogramas 

Aplicafao 

Principal 

Polimeros 

Carboidratos 

Farmaceuticos 

Drogas 

Aditivos 

Polu elite e 

Mi co toxin as 
Vitaminas 

Todos os compostos de 
ate 3.000 D (ou superior, 
dependendo do detector) 

Catecolaminas 

Ftnois. 
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As conexoes utilizadas das bombas para o injetor, 
deste para a coluna, dela para o detector e, finalmente, 
da said a do detector sao tubos resistente s a solve ntes or- 
ganicos e add os fortes, altamente resistente as press oes 
de trabalho do TIPLC e com diametro interno hastante 
reduzido, para evitar volume morto dentro si stem a e, 
con sequentemente, reduzir a possibilidade de haver uni 
processo de dilui^ao durante a passagem da amostra c 
das frames isoladas no momento do processo de puri- 
fica^ao ou analise* O diametro interno podc variar de 
0,13 mm a 1,02 mm, correspondendo a urn volume in¬ 
terne por cm de 0,13 pL a 8,11 pL, respectivamente. Os 
materials empregados para confec^ao desta tubulate 
normal me nte sao o a^o inox ou um plastico altamente 
resistente dcsignado peek * 

Sistemas de Registro e Integra^ao 

Os sistemas de registro ou de integracao sao eonec- 
tados logo apos o detector, O sinal gerado na cel a de 
leitura, e mb or a de pequena magnitude, e amplihcado 
podendo entao ser reg is trade em equipamentos con- 
vencionais como regis trad ores po ten dome tri cos, intc- 
gr ad ores ou ainda sistemas informatizados (PCs) que 
possuem sistemas de recon heci men to, tipo analogico- 
- digital integrados a program as que perm item traballiar 
os dados recebidos. Neste caso, e possivel entao visua- 
lizar o rcsultado da separa^ao dc uma mistura efetuar a 
idcntificagao dos componcntcs, sua quantidadc, n attire- 
za quimica etc. Os dados registrados vao depender do(s) 
tipo(s) de registrador(es) que esta(ao) sendo utilizado(s). 

Outros Modulos que podem ser Utilizados 

Dependcndo da utiliza^ao, e possivel acoplar outros 
modulos ao si stem a de HPLC com vistas a obten^ao de 
um si sterna com melhores caracteristicas, obviamente 
is to ira representar um custo adicional que nem sempre 
se just idea. Entrc os modulos mais cornu ns que podem 
ser encontrados podemos citar: 

Modulo para inje^ao automatica de amostras - efetua 
automaticamente a inje^ao das amostras para a co¬ 
luna, Pode ser ajustado para diferentes volumes que 
variam desde 1 uL ate varios mL. E um modulo 
muito utilizado quando sc tem um numcro elevado 
dc amostras para analisar, particularmcntc em reti¬ 
nas dc laboratorios dc controlc ou analiscs qufmicas 
e el micas. 

Modulo para termostatiza^ao da coluna - per mite aque- 
cer ou resfriar a coluna, depend end o da necessidade 
do operadon Existem modulos so para aquecimento 


ou para resfriamento ou ainda que acorn odam de 
tres ate seis colunas diferentes; neste caso ha uma 
chave seletora para a coluna que se que utilizax. 

Modulo para degascifiea^ao dc solventes - cm fun^ao 
da necessidade de eliminar to do o gas que possa es- 
tar dissolvido no solvente, foi desenvolvido um de- 
gascificador automat ico dc solve ntes, Estc modulo 
c acoplado entre os frascos dc solve ntc c o si stem a 
de bombeamento e remove to do o gas do solve nte 
ou pelo borbulhamento de helio na solu^ao ou por 
me to da passagem do solvente por membranas se- 
mipermeaveis e aplica^ao de ultrassom. A vantagem 
e que nao ha possibilidade de dissolu^ao de gases 
durante rotinas de trabalho muito longas. 

Modulo para colcta automatica dc fraqoes - ioi desen¬ 
volvido para efetuar automatic amente a colcta dos 
pi cos sepa.ra.dos apos a leitnra do composto na eda 
do detector Como depends di ret amente do sinal ob- 
tido no detector, c fundamental, para que a colcta seja 
efetuada dc forma corrcta, que os parametros sejam 
adequadamente ajustado s. Normal men te, o material 
e coletado em tubos ou p lac as de acrilico com orifi- 
cios (scmclhantcs as placas dc ELISA), 

Solventes Utilizados em HPLC 

Confer me ja foi dito, c ncccssario que o solvente a 
ser utilizado na cromatografia seja dc cxcclcntc qualida¬ 
de e, nas condi^oes de uso, apresentar “transparency 1 . 
Alern destas qualidades, deve tambem apresentar outras 
caracteristicas, con forme descrito na tab el a 28,2, 

A tab c la 28,3 dc ser eve as propricdadcs fisico-qui¬ 
mica s dos principals solve ntes utilizados em cromato¬ 
grafia liquid a. 

Accssorios Utilizados em Analise 
Cromatografica 

— Seringa de injeqao especial para HPLC (agulha sem 
ponta). 

Filtros para solve ntes aquoso e organico (0,45 pm). 

- Filtros para amostra (baixo indiec dc reten^ao e vo¬ 
lume morto reduzido). 

No caso de nao haver modulo para degaseifica^ao de 
solve ntes: 

- funil dc tres pc^as para acoplar o filtro para sol- 
ventes; 

— kitassato de 500 mL, 1 litro de volume compati- 
vel com a quantidade de solvente que sera filtra- 
da; 
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Tabela 28 * 2 , Requisites para a utilizaqao de um solvente organtco para TIPLC. 
1, Deve set na medida do possfvel de baixo custo 


2. Deve apiesentai transpareneia em UV (pelo menos na faixa de 215 nm) 


3. Deve apre&entar baixa toxiddade 

4, Deve scr um bom solvente para modibcadores idnkos (por exemplo, fosfatos) 


5, Efetivo em baixas concentrates 


6. Nao deve destruir a atividade biologic a 


7, Deve estar disponivel cm elevado gran de pureza 


H. Nao deve softer deeomposi^ao rapida 


9. Preferendalmente volatll (para estudas preparatives) 


10. Apresentar baixa viscosidadc (baixa pressao dc bombeamento e alta efidenda de separa^ao) 


Exemplos 


1. Metanol, isopropanol, propanol 


2. Acetonitrila (que. e o mais indicado) 


3. Etanol c outros a kook 


4, Acetonitrila e metanol 

5, Propanol, isopropanol, diox a no e tetraidrofurano 

6, Etileno glkol, isopropanol, 2-mctoxktanol 

7, Meta nol, ac c to n it ril a, piridi na e on tros a I coo is 

fi. Dioxa.no e re rraidrofu ratio sao probiematicos devido a forma^ao de peroxidos, os akoois podem ser rapi dame nte ox i dados, 
como, por exemplo, isopropanol para acetona, e a acetonitrila decompde-se lentamente na presents de acidos 

9. Metanol e acetonitrila 


10. Metanol c acetonitrilia 


- bomba de vacuo; 

- ultras so m; 

- tubes de ensaio para a col eta do material que 
sera se par ado, 

Realizando a Cromatografia 

Preparo dos Solventes 

Em fun^ao da elevada sensibilidade apfesentada 
pcla maioria dos detectores c pclo diametro microme- 
trico dc scu sistema de condu^ao, c fundamental que os 
solventes e sais sejam da melhor qualidade, de preferen¬ 
ce grau croimtogmfico que e o indicado para esta fina- 
lidade ou entao pro-analise (PA) de marcaja tradicio- 


nal com e speciii canoes necessaries para eomatografia. A 
agua utilizada para o preparo das solu^oes deve ser de 
padrao cromatografico (por exemplo, ultrapur a ou su¬ 
perior). Os fiascos utilizados no preparo das solupoes 
deve in ser muito hem lavados, nao contendo residues 
de detergentes ou nenhum outro material. As solu^oes 
apos o preparo devern ser filtradas e deaeradas at raves 
de vacuo e ultrassom, e os redpientes colocados no apa- 
relbo e tampados para que nao bajaparticulas de poeira 
durante a cromatografia. 

Outro aspccto importantc c a “transpareneia” do 
solvente, is to c, icvando-sc cm conta o tipo dc detec¬ 
tor que sera utilizado, bem como o comprimento dc 
onda ou outro parametro de calibra^ao. E fundamental 
que nestas condi^oes o solvente ou tampao nao ten ha 
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Tabela28.3 - Propriedades fisico-quimicas de alguns solventes utilizados em TJPLC7 


Solvcntc 

PM 

Demidade 

Viscosi Jade 

Toxicidade 

/ 

I ml ice dc 

Transparcneia 

Temperate ra 

Sohlbilidade 



g/mL 

cP, 20“C 


Refra^io 

no XJV(nn0 

de ebuIi£fto* 1 C 

cm age a 






(n 20"C) 




n-Pentann 

72,15 

0,626 

0,23 

500 

1,36 

200-210 

36 

i 

n-Hexano 

86,18 

0,66 

0,31 

500 

1,38 

200-210 

69 

i 

Ciclohexano 

84,17 

0,779 

0,94 

300 

1,43 

210 

81 

i 

Tetr adore to de Carbono 

153,82 

1,594 

0,97 

10 

1,47 

265 

77 

i 

Didonometamo 

84,94 

1,326 

0,44 

200 

1,42 

233-245 

41 

i 

Te tra id ro fu. ra no 

72,1 

0,888 

0,55 

150 

1,41 

222-230 

66 

n 

Ace tom 

58,08 

0,792 

0,32 

1000 

1,36 

330 

56 

a 

Dioxatio 

88,11 

1,035 

1,32 

100 

1,42 

215-220 

101 


Etil acetate 

88,1 

0,901 

0,45 

400 

1,37 

255-260 

77 

a 

JVletilaeetato 

74,08 

0,934 

0,37 

200 

1,36 

260 

57 

a 

Pcntanol 

88,16 

0,814 

4,1 

1,41 

1,41 

210,215 

37 

i 

Dimeti Isulfbxido 

78,11 

1,101 


22 

1,48 

270 

190 

a 

Nrtrometano 

61,04 

1,130 

0,67 

100 

1,38 

380 

101 

a 

D i me tilfor m:i mid a 

73,1 

0,944 

10" 

1,43 

270 

56 

a 


Acetonitiila 

41,05 

0,783 

0,37 

40 

1,34 

190,210 

82 

a 

Piridim 

79,1 

0,982 

0,93 

5 

1,51 

305 

115 

a 

n-Butanol 

74,12 

0,809 

3,0 

100 

1,40 

215 

117 

i 

n-PropanoI 

60,11 

0,803 

2,3 

200 

1,38 

210 

97 

a 

Isopropanol 

60,11 

0,789 

2,3 


1,38 

207-210 

82 

a 

Etanol 

46,07 

0,789 

8B81M 

1000 

1,36 

208-210 

68 

a 

Metanol 

32,04 

0,791 

0,6 

200 

1,33 

208-210 

65 

a 

Ad do tioctioo 

60,05 

1,049 

1,26 

10 

1,37 

230-255 

118 

a 

Etanolamina 

61,08 

1,018 


3 




a 

Etilenoglicol 

67,02 

1,109 

19,9 


1,43 

210 

198 

a 

Formamida 

45,04 

1,134 

3,5 


1,45 

210 

210 

a 

Agua 

18,02 

0,998 

1,0 


1,33 

200 

100 

a 


n = nao miscivel; a = alta; i = imisdvel 
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absor^ao ou que esta seja minima, pois so assim sera 
possivel a detecpao do material a ser analisado. 

O equipamento deve ser ligado, a coluna conecta- 
da ao sistema, o eomprimento dc onda ajustado, tudo 
is to sem o bombearnento do solve nte. Apos esta etapa, 
o equipamento e colocado no mo do “purga”. E aberta 
a valvula de “purga 1 * das bombas e a operaqao iniciada. 
O objetivo desta opera^ao e remover o solve nte anti go 
presente ainda na camara de bombearnento, bolbas etc. 
Terminada a opcraqao, o fluxo de solve nte e inter rompi- 
do e as valvulas sao fechad as. Inieia-se o incremento do 
fluxo ate o volume desejado para a cromatografia, de for¬ 
ma gradual, para que este incremento nao acarrete da no 
a coluna. O sistema deve ser equilibrado. O tempo para 
o cquilibrio e variavcl c depende fimdamcntalmentc da 
sensibilidade do detector, variando de alguns minutos a 
algumas boras. As conduces para eluiqao do material 
devcm scr programadas dc acordo com o equipamento* 

E possivel, entao, injetar a amostra a scr separada 
ou analisada, c nao csqucccr dc efetuar a filtragem da 
amostra que sera in je tad a. No caso do injetor automa¬ 
tion, esta opera^ao e efetuada de acordo com a progra- 
maqao que foi in scr Ida pclo opera dor; no caso dainjccao 
manual, o volume a ser injet ado c colocado na seringa, 
com muito cuidado para que nao sejam injet ad as bolhas 
de ar; qualquer microbolha na cela de 8 pL do detector 
sera detectada como “um pico” c registrada como tab 

Obscrvamos a corrida c por mcio do registro faze- 
mos a coleta dos pie os ou podemos verificar os resulta- 
dos da analise. 

Apos a corrida c sempre rccomcndavcl efetuar um 
period o de lavage m. 

E tap as para o Desenvolvimento de 
uma Cromatografia por HPLC 

Escolhcr o detector a scr utilizado, bem como o me- 
llior eomprimento dc onda ou ajuste para a leitura dos 
picos, para is to e necessario ter-se uma ideia da concern 
tra^ao da amostra que sera injetada. 

Escolhcr a coluna cromatografica que mellior sc 
adapte a cromatografia que se quer realizar dentro dos 
parametros de eficieneia, seletividade e capacidade. Para 
isto, e importante conhecer algum item sob re a natureza 
quimica dos componentes da mistura (sc sao p dares, 
ap olarc s, macro molccu 1 arc s etc.). 

O solvente a ser utilizado na elui^ao deve ser com- 
pativel com os componentes da mistura, evitando pre- 


dpi t ados, e adequar a matriz da resin a da coluna de tat 
forma que o solvente escolhido possa auxitiar nas inte- 
raqoes quimica s y mellior and o a capacidade e eficieneia 
da coluna. 

Ajustar o fluxo de solvente de mo do que as int era¬ 
ses solvente/matriz da coluna possam ocorrer. Fluxos 
muito rapidos impedem esta interaqao e fluxos muito 
lento s tendem a alar gar os picos em funqao de uma eiui- 
£ao muito lent a dos componentes retidos na matriz da 
coluna* 

No caso de cromatografia cm um sistema de gtra- 
diente no qual ha a mistura dc dois ou mais solventes, 
as variavcis adicionam-sc a cada um dos solvcntcs pre¬ 
sences, assim; 

- Fluxos elevados impedem a intera^ao adequada en- 
tre a matriz, a amostra e os solve ntes, compro me ¬ 
te n do to da a corrida. 

- Fluxos muito lent os tendem a alar gar aqueles picos 
nos quais os componentes inter age m de forma mais 
intensa com a matriz da coluna e um determinado 
solvente. 

No caso de gradiente binario, se o cromatograma 
apresenta baixa resolupao no imeio, e necessario au- 
mentar o tempo dc gradiente para as condi0es iniciais 
on ainda diminuir o fluxo ncstc intcrvalo. O mesmo 
pode scr dito sc o problcma ocorrcr no final do gradien¬ 
te, apenas que os parametros scrao altcrados no final da 
corrida. 

Podem-se alterar ainda os valores da mistura de 
cada um dos solventes, por exemplo: no caso de pi¬ 
cos muito juntos no imeio, pode-se reduzir o valor 
do percentual do solvente B na mistura, e se os picos 
aparecerem muito juntos no final da corrida, pode-se 
aumentar o percentual de B na mistura. Nestas condi- 
<p>e$, e necessario incrementar o tempo de corrida na 
proporqao da altera^ao dos parametros. 

A tabela 28.4 ilustra alguns dos fluxos caractensti- 
cos relacionados ao dia metro interno dc diversas colunas 
necessaries para obter a mclhor rcsolu^ao cm cada um 
dos casos, comeqando pclas caracterfsticas das colunas, 
como tambem rclativamentc aos procedimentos. 

Outre aspecto que deve ser considerado e o da 
quantidade de material que se quer injetar no cromato- 
grafo neste caso podemos separar as cromatografias em 
analiticas e preparativas. Na tabela 28.5 podemos ver 
as principals diferen^as existentes em um procedi mento 
analitico e outro preparativo e os ajustes* 



336 


Andlues de RNA, Protein as e Metabolito.s: Metodologi 


a e Procedimentos Tecmcos 


Tabela 28,4 - Fluxos tipicos para diferentes colunas. 


Colima (diimetto interno) 

Fluxo etn m L/min 

2 mm 

0,5 a 2 

3 mm 

2 

4 mm 

2 a 3 

8 mm 

4 a 10 

10 mm 

10 a 20 


Tabela28.5 — Principals diferen^ 

as entre pur a metros tisicos e operacionais. 


Parametros ffsicos 

A 

B 


IIPLC analitico 

IIPLC preparativo 



(alta capacidadc dc amostra) 

Comprimento, cm 

25-100 

25-200 

Diametro interne, mm 

2-4 

~ 8 

Super te: 



Dia metro, microns 

5-40 

10-20 

Area dc superfreie 

hinder ad a a alta 

alta 

Fase move! 

Nao viaenso 

Volatil 


Gran espectral 

Gran espectral 

Fase estacionaria 

Films fino 

Alta capacidadc dc liga^ao 

Partisan 

A ri vi dade uni form e 

Ekvada area de superffcie 

Adsorfao 

li Imefino 

F leva da capacidadc, menor ligacao cruzada 

Troca ionica 



Exclusao 

Gel rig id o 

Gel poroso 

Pa rim et ro £ op erucionai s 

Gradicnte 

Preferencialmente amostras complex as 

Preferencialmente amostras complexas 

FI uxo, m L/h 

30-120 

200-400 

Pressao, psi 

500-5,000 

500-5.000 

Temperatura 

Otimizar para reprodutibilidade e resolu^ao 

Aumentar para elevar a solubrlidade 

Tamanho da amostra, jag 

0,050 a 500 {valor as vezes acima do otimo) 

Acima de 500 



Por inje^ao 


Adaptado dc Johnson E,L. e Stevenson R. - Basic Liquid Chromatography Varian Assoc, Inc, 1978, 
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Alguns Problemas Comuns que podem 
Ocorrei na Cromatografia por HPLC 

1. O detector nao liga — verificar a voltagem ou se ha 
um fusivel queimado. 

2. O detector Jiga T mas nao ha sinal da amostra - a 
amostra pode ter si do perdida no injetor, pode haver 
vazamentos ou ainda a lampada esta queimada e ne- 
cessita troca. 

3. A bomba nao funeiona ou nao boinbeia - o pistao 
pode estar travado ou pode haver ar dentro da cama- 
ra de admissao. 

4. O registro da linha de base nao zera - o solvente uti- 
lizado pode ser incur re to, de baixa qualidade; pode 
estar havendo elui^ao de substancias retidas na colu- 
na de cromatografias an ten ores, ou ainda, a cel a do 
detector pode estar suja. 

5. Saem muitos picos em sequencia - pode haver bo- 
Ihas no si sterna ou dentro da cel a de leitura do de- 
tec ton 

6* A pressao do si stem a oscila - boihas no si stem a ou 
vazamentos em algumas das linhas. 


7. Com volumes identicos de inje^o os picos saem 
com tamanhos dife rentes - pode estar havendo per- 
da de material pelo injetor. 

8. A pressao do si stem a aumenta apos a injeqao - pode 
estar havendo precipita^ao do material. 

9. A pressao do sistema esta alta - existe entupimento 
em algum ponto da linha de conduqao de solvente 
ou a coluna esta en tup Ida. 

10. Os picos estao pouco definidos ou muito largos - 
a coluna esta velha; as condi^oes de cromatografia 
estao inadequadas; o diametro da linha de conduqao 
do solvente e muito grande ou a quantidade injetada 
e superior ao su porta do pela coluna. 

Refercncias 

Johnson, E.L.; Stevenson, R. Basie Liquid Chromatography. 
Varian Associates Inc., 1978, 

Snyder, L.R.; Kirkland, JJ.; Glajeh,J.L. Practical IIPLC Me¬ 
thod Development. 2nd cd. Wiley Intcrscicncc Pub., 1997. 

Safer, G.; Hagen L. Handbook of Process Chromatography. 
Academic Press, 1977. 

Swadesh, J. 1IPLC - Practical and Industrial Applications - 
CRC Press, 1997. 




29. HPLC — para Analise de 

Aminoacidos 


Ivo Leif rim 


Tntrodu^ao 

A a mi Use dc aminoacidos c um metodo qualitativo 
e quantitativo que possibilita a identifica^ao e a quan- 
tifica^So de aminoacidos proven ientes de um material 
biologico que contenha pro tern as, pep ride os ou mesmo 
aminoacidos livres. O metodo bascia-se cm uma rca^ao 
de acoplamento do aminoacido com um crombtoro, isto 
c, um compos to quimico que possibilita que o aminoa¬ 
cido absorva luz cm deter min ado comprimento de onda; 
em alguns casos, ocompos to pode serum fluorotoro, que 
e capaz de emitir fluore scene la e, neste caso em particu¬ 
lar, a dctcc^ao c efetuada por fluoresceneia. 0 metodo 
c bastantc simples e reprodutivel, necessitando apenas 
de um equipamento de cromatografia liquid a isocratico 
{com uma bomba) e um detector de ultravioleta (UV) 
variavel. Podem ser utilizados si stem as de cromatografia 
liquida de alto des cm pen bo (TIPLC) com gradiente e, se 
b ouver necessidade, si stem as totalme nte automatization. 
A sensibilidade do metodo pode ser de ate 1-2 nmoles 
ou se o sistema estiver otimizado de ate 20 a 50 pinoles. 

Sua vantagem em rela^ao a outras metodologias e a 
alta sensibilidade aliada a um baixo custo de execu^ao 
se con side rarmos as outras metodologias para a deter- 
miiiapao da estrutura de proteinas e peptideos, como 
o sequenciamento automatico utilizando a degrada^ao 
de Ed man; ou mesmo a espectrometria de massas que 
requer equipamentos significativamente mais dispen- 
diosos* Como principal desvantagem a mctodologia 
nao ofcrcce a scqucncia dos aminoacidos nos pcptldcos 
e proteinas, sendo de valor discutivel quando o objetivo 
e o da determinable da estrutura primaria do compos- 
to, Entrctanto, sc a protefoa ja foi dcscrita ou apenas a 
composfoao cm aminoacidos c in format ao suficicntc, o 
metodo e bastante recomendavel. As informa£oes con- 
tidas neste capitulo pressupoem que o anal 1st a ja possua 
um conhccimcnto previa da utilizapao de sistemas dc 


HPLC, caso contrario c recomendavel, para uma a de- 
quad a comprccnsao dos a spec to s cspcciflcos, uma Icitu- 
ra previa relacionada a este equipamento e as caracteris- 
ticas das colunas de fase re vers a que serao mencionadas 
mais adiantc (ver Cap, 28), 

Aspectos Historicos 

As primeiras analises de aminoacidos baseavam-se 
em tecnicas dc cromatografia cm eamada delgada ou 
eletroforese de alta volt age m em papel e revel adas at ra¬ 
ves de reaqoes organic as, como, por exemplo, ninidrina, 
ou ainda com reagentes cspcclficos como o para dime til 
aminobenzaldeido (Tip), alfa-nitroso-bcta-naftol (Tir) 
etc., quando os componentes das niaterias organicas 
for am inicialmente estudados. A par tir dai, verificou- 
-sc que a informa^ao contida na materia viva se resu- 
mia a uma scqucncia variavel dc 22 aminoacidos que 
quimicamcntc podiam ser classificados como ncutros, 
basicos e acidos, contorme seu potencial em solu^ao e 
que estes aminoacidos eram sernpre do tipo levogiro. 
Poster iormente, for am identificados no reino vegetal e 
em bacteria? compostos com. outros tip os de aminoa¬ 
cidos ou ainda com alguns do tipo dextrogiro (d), mas 
na grande maioria dos casos as proteinas e os peptideos 
que constituent as celulas e material vivo so sao ativos 
quando con sti tin dos de aminoacido do tipo levogiro, A 
identifica^ao destes aminoacidos era feita, inicialmente, 
por meio da sua separa^ao em placas de silica gel ativada 
ou papel de filtro especial, Apos a corrida de separaqao 
eram borrifados reagentes (crombforos) que reagiam 
com os aminoacidos. E)esta rea^ao resultavam mane has 
[spots) que caractcrizavam cad a um dos aminoacidos, 
sendo que a intensidadc da colora^ao adquirida indica- 
va maior present; a de deter mi nado aminoacido. Estes 
me to dos t inham como des vantage ns baixa sensibilida¬ 
de, cram bastantc demorados c o rcsultado ncm sempre 
satisfatorio, alcm do risco dc sc lidar com alta voltagcm 
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e solventes organ) cos bastante toxicos. Uma evolu^ao 
para este metodo na decada de 1960 foi a utilizaqao 
da rea^ao de danstla^ao e cromatografla em placa de 
poliamtda, que melhorou a sensibilidade e facilltou a 
idcntifica^ao dos aminoacidos atraves da luz ultravio- 
leta. Com o desenvolvimento de resinas cromatografi- 
cas de melhor resolu^ao e com caracteristicas quimicas 
mais adequadas foi desen volvido, no final da decada de 
1960, um dos prtmeiros slstemas automatizados para 
analise de aminoacidos de forma rotineira. O equipa- 
mento baseava-se em um si sterna de colunas croma- 
tograficas de troca ionica (poliestireno sulfonado) que 
eram capazes de separar os diferentes tipos de ami’ 
noacidoSj os quais eram revelados com nlnidrina por 
meio do bombeamento do reagente no sistema e pas- 
sagem da mistura reacional em serpentina imersa em 
banho aquecido. Os aminoacidos eram identificados 
por meio de leitura em espectrototometro, contorme 
seu tempo de retenqao, sendo que a intensidade da ab’ 
sorqao refletia a con cent rat: ao do am inode ido* Pode-se 
dizer que este metodo possibilitou, de forma rotineira, 
as prime)ras analises, e sua sensibilidade bem como sua 
reprodutibilidade eram bastante satisfatorias. A prin¬ 
cipal desvantagem era o tempo dispendido para uma 
unica analise, aproximadamente IB a 24 boras, o que 
limltava muito sua utilizaqao em rotinas cujo numero 
de amostras era muito elevado, sendo a sensibilidade 
da ordem de pMol de a mi noacid o* 

No final dos a nos 1970 e inicio dos a nos 1980, coni 
o desenvolvimento dc resinas de silica altamente seleti- 
vas e resistentes a elevadas pressbes c com a construes o 
dc bombas dc cxcclcntc precisao dc bombeamento cm 
alta pressao, iniciou-se a era da analise por cr ornate- 
grafia liquid a dc alto desempenho* tambern conhecid a 
como HPLC {High Performance Liquid Chromatogra¬ 
phy ). Estc equipamento permitiu o desenvolvimento 
dc metodologias scnsivcis, reprodutiveis c rapidas, as 
quais sao utilizadas atualmcntc dc forma rotineira cm 
diversos ambientes: laboratories dc pesquisa, indusrria 
dc alimentos, laboratories cl ini cos etc. A tabcla 29,1 
ilusrra o codigo dc tres c dc uma lctra utilizado para a 
idcntifica^ao dos principals amino acid os cncontrados 
nos materials biologicos. 


Tab ela 29.1 - Simbolos dos a mi noacid os. 


A 

Ala 

Alanina 

C 

Cis 

Cisteina 

D 

Asp 

Acido aspartico 

E 

Glu 

j* 

Acido glutamico 

F 

Fen 

Fenilalanina 


G 

Gli 

Crllcina 

H 

His 

I listidina 

I 

lie 

Isoleucina 

K 

Lis 

Lisina 

L 

Leu 

Leucina 

M 

Met 

Metionina 

N 

Asn 

Asparagina 

P 

Pro 

Prolina 

a 

Gin 

Glutamina 

R 

Arg 

Argiriina 

S 

Scr 

Serina 

T 

'ihr 

Trconina 

V 

Val 

Valina 

w 

Trp 

Triptofano 

Y 

Tir 

Tiro sin a 


Analise de Aminoacidos por 
Cromatografia Liquida de Alto 
Desempenho (HPLC) 

A analise do conteudo de aminoacidos em um ma¬ 
terial biologico,. antes da parte analitica propriamente 
dita, pode ser dlvidida em duas etapas. A primeira con- 
slste no prepare da amostra, uma vez que os materials 
bioldglcos apresentam. diferen^as bastante sign if cativas 
entre si e, neste caso, pode mo s incluir tambern uma eta- 
pa de digestao do material ou hidrblise. Na maioriados 
cases, os aminoacidos a serem anal is ados encontram-se 
na ibrma ligada, isto c, formando ligaqoes peptidicas 
para resultar em protemas ou peptidcos. Para a identifi- 
caqiio adequada dos aminoacidos presentes, e necessaria 
uma etapa que liberc os aminoacidos, que constituent 
estas protemas ou peptideos, seria como dcsmanchar o 
que bra-cab eqas cm suas pe^as. Esta etapa normalmen- 
tc c efetuada pcla a^ao dc acidos fortes, como o acido 
clondrlco ou fosforico, em temperatura elevada, 180°C. 
Para que nao haja evapora^ao do acido no processo, 
o material e colocado em fiascos ou ampolas lierme- 
ticamente fechados. O tempo de hidrblise e variavel e 
depende de alguns fatores que citaremos mais adiante, 
mas em geral dura de 6 a 1 R horas. Existem ja no mer¬ 
eader estances de trahalho {^workstation^ como a picotag 
Waters Inc., que aceleram o processo de liidrolise, mas 
tem o inconveniente do custo, no primeiro caso basta 
uma estufa dc secagem bem rcgulada. 

A sc guild a etapa, apes a hidrblise, consiste na elimi¬ 
nate do acido residual por meio de secagem e lavage ns 
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ETAPA1 — Hidrolise da Amostra 

Material a ser (Jtilizado: 


suce 55 ivas ate o pH proximo de neutro e da rea^ao de 
derivatizacao ou acoplamento. Esta reacao e que possi- 
bilita, por meio do acoplamento com um cromoforo ou 
fluoroforo a identifica^ao do aminoacido em determina- 
das condi^des* Diseutiremos as vantagens e, des vanta¬ 
gens de cad a uma das rea^oes mais ad i ante. 

O material assim obtido c entao aplicado em um 
si stem a de cromatografia e o resultado da analise e com- 
parado com um padrao de aminoacidos de concentra^ao 
conhecida. Estc padrao podc scr obtido comercialmente 
de diversos forneeedores oil confeceionado pelo prdprio 
pesquisador ou analista. No segundo caso, e. necessario 
que a pesagem seja analftica e que os reagentes sejam de 
alta qualidade (pro-analise, no mmimo). A tccnica de 
separaqao dos aminoacidos deve scr adequadamente pa¬ 
droni zad a e, a parti rdeste memento, aitamente reprodu- 
tivel. O equipamento basico para a obtencao da analise 
esta dcscrito con forme esquematizado na figura 29,1 + E 
import ante res saltar que cxistc um scm-numcro dc mc- 
todologias dcscritas para um. scm-numcro dc ana Uses dc 
d if creates tipos de material e, neste caso, e interessante 
que o pesquisador ou analista procurem a metodologia 
que melhor sc ajustc a sua analise em particular. Dida- 
ticamente, procuraremos descrever a metodologia mais 
geral para este lim e aquela que se aplica na maioria dos 
cases. 

Na figura 294 terries diagram as ilustrando as dife- 
rentes configurates para si stem as 1IPLC* 

Os dois principals metodos que poderao ser utiliza- 
dos para a identifica^ao e quantificapao de aminoacidos 
silo; 

L Rascado na derivatiza^slo do aminoacido com fe- 
nilisotiocianato de potass io, sen do os aminoacidos 
identificados per UV a 254 nm; 

2. Utiliza a derivatizacao com ortoftalaldcido c os ami¬ 
noacidos sao identificados por flu ores cencia cm cx- 
citapao (Ex) 330 nm e emissao (Em) 450 nm. 

Nao faremos a descri^ao do metodo por ninidrina 
pois o mesmo possui menor sensibilidade, embora, ain- 
da seja adotado pel a farmocopeia brasileira e por agen- 
cias reguladoras. 

Os metodos podem ser divi didos em quatro e tap as 
principals: 

1. Hidrolise; 

2. Reacao de derivatizacao; 

3, Analise propriamente dita; 

4, 1 dentifica^ao dos aminoacidos e calculo das concen¬ 
trates. 


- Estufa de secagem com capacidade para 1 8Q°C, 

- Frascos ou ampolas para hidrolise do material. 

- HC1 a 6 N ou acido p-tolueno sulfonico a 3 N, 

- FenoL 

- Nitrogcmo ou sistcmade vacuo, 

- Pip etas automatic as de precisao* 

- Bomba de vacuo. 

- Desseeador. 

A primeira ctapa cons is te na hidrolise do material a 
scr analisado. Em muitos casos, quando sc quer anali- 
sar o conteudo dc aminoacidos livres, como no caso dc 
materials biologieos (liquor, plasma ou tec id os), apos a 
remoqao da proteina total por precipitaqao ou filtra^ao, 
ou aincla em meios de cultura, alimentos etc., a dosagem 
pode ser feita diretamerte excluindo-se a etapa de hidro¬ 
lise, Neste caso em particular, somente a fra^ao em ami¬ 
noacidos livres presentes no material e que sera quanti- 
ficada a tra^ao ligada {proteinas e peptideos ou outros 
compostos que tern em sua composite aminoacidos) nao 
serao dosados. E conveniente que o material seja previa- 
mente neutralizado e filtrado, a lim de se evitar hidrolise 
incompleta ou forma^ao de grumos ou precipitados du¬ 
rante o pmcesso de hidrolise. A quantidade de material 
a ser hidrolisado varia de acordo com a concentra^ao e o 
tamanho da molecula, Moleculas menores sao bidroli- 
sadas mais facilmente e. em menor tempo (6-12 boras), 
enquanto proteinas macroglobularcs sao digeridas mais 
lcntamcntc. Neste caso, c conveniente a hidrolise cm 
varies tempos, uma vcz que alguns aminoacidos como 
met, his e os aromaticos sao parcialmente degradados 
apos tempos de hidrolise prolongados. No caso de pro¬ 
teinas de composi^ao desconhecida, e recomendavel que 
se efetue uma hidrolise em paralelo de alguma proteina 
conhecida (por cxcmplo, albumina etc*). Apos esta etapa, 
o material c colocado no frasco-ampok e adicionado de 
1 mL dc HO 6 N ou acido p-tolueno sulfonico a 3 N 
(Liu c Chang, 1971) juntamente com um microcristal dc 
fenol. Esta sohupio e deaerada ou borbulhada com nitro¬ 
gen io de forma a se eliminar todo o oxigenio. O oxigenio 
dentro do processo tende a formar subprodutos de ami¬ 
noacidos oxidados, os quais na etapa de analise, apare- 
cerao com subprodutos de detenu in ado aminoacido, di- 
don! tan do a inter pretax ao do crom atograma. A ampola 
deve ser hermeticamente fechada ou selada pel a chama 
de maqarico e entao colocada na estufa a 180°C por 6 a 
18 boras. Este tempo ira depender, fund amentalmente, 



342 Andlises de RNA, Protein as e Metabolites: Metodologia e Procedimentos Teenicos 


A Sistema isocratico simples 



B Sistema d c. gradient# 



C Sistema de gradients totalmente automatizado 



s 


Figutra 29J - Dife rentes configurates para sistemas de HPFC. 
gradients totalmentc automatizado. 


(A) Sistema isocratico simples; (11) sistema de gradiente; (C) sistema de 
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do tamanho da molecula: quanto maior a motecula, maior 
sera o tempo dc hidrolise, Term in ad a a etapa de hidroli¬ 
se, o res tan te do HC1 nao utilizado na rea^ao e removido 
por lavagens sucessivas com agua seguida por e vapor a^ao 
em dessecador a vacuo. Normalmente, tres etapas sao su^ 
ficicnte para remover completamente o execs so dc HC1. 
O hidrolisado assim obtido esta pronto para a etapa de 
derivatiza^ao* Uma desvantagem da utiliza^ao do IIC1 
como hidrolitico e o conteudo de triptofano perdido, ja 
com o acido p-tolueno sulfonlco is to nao ocorrc; entre- 
tanto, a hidrolise e me nos eficiente e o acido em excesso 
nao e passivel de remo^ao por evapora^ao, devendo entao 
ser tiGutralizado com base. Em alguns casos esp calicos, 
pode-se optar pc la digestao enzimatiea do material por 
proteases inespetificas, mas sempre ha o risco de parte 
do material analisado ser originado da autodigestao da 
propria enzima utilizada no proccsso, E possivel acclcrar 
o process so de hidrolise efetuando-se a mesma rea^ao por 
meio de HC1 em fase gasosa ou da utiliza^ao de frascos 
especiais submetidos a hidrolise por microondas (CHiou e 
Wang, 1990). Neste caso, o tempo dc hidrolise e reduzido 
a 8-12 minutos, acelerando muito a primeira etapa! 

ETAPA 2 - Derivatiza^ao dos 

Aminoacidos 
Material Necessario: 

- Eipetas automaticas dc precis ao. 

- Rcagcntes de derivatiza^ao. 

- Agitador de tubes (vorti ce). 


A) Reaf ao de Derivatiza^ao com 
Fenilisotiocianato de potassio (PTH) 

Reagentes Adicionais: 

— Fenilisotiocianato de potassio. 

— Ti ietilamina. 

— Etanoh 

— 11,0 deionizada ou padrao cromatografico (agua ul- 
trapura). 

A derivatizag.ao com fenilisotioicianato e uma 
rea^ao de acoplamento onde o reativo fenilisotiociana¬ 
to ira ligar-se ao Nil, do aminoacido (Fig, 29.2), O 
composto form ado lragerar um derivado que absorvera 
no comprimento de onda de 234 nm. Desta forma, to- 
dos os aminoacidos terao absor^ao neste comprimento 
de onda de forma que e possivel quantifica-los de uma 
so vez neste comprimento de onda, Como a absor^ao 
neste comprimento dc onda para cad a aminoacido nao 
e exatamente igual cm fun^.ao da estrutura quimica de 
cada um, a mesma rea^ao c efetuada com um padrao dc 
concentrate conhecida e o resultado e entao compara- 
do com este padrao. 

Um aspecto importante para este tipo de derivati- 
za^ao e que o reativo deve ser preparado no dia de uti- 
liza^ao nao podendo ser es toe ado mesmo em geladeira 
ou freezer. A derivatiza^ao pode o cor re por meio de um 
unico acoplamento, neste caso teremos como derivative 
um feniltiocarbamil-aminoacido enquanto que a rea^ao 
feita em duas etapas da origem a um feniltiohidantoi- 
na-amt no acido. A van t age m do acoplamento unico e a 
rapid ez com a qual o mesmo e feito e a desvantagem e 




o 


N = C = S NH—CHR—C-O- 


pH 9-10 


Fenilisotiocianato 


Aminoacido 


o 


/r\_ 11 

/ f 1 y — NI1 —C—NH — CHR — 


C—O' 


Derivative fenilisotiocianato do aminoacido correspondente 


Figura 29.2- Rea^ao dc acoplamento do fenilisotiocianato com o aminoacido, resultando no aminoacidoderivatiscado. 
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que o produto de rea^ao e me nos estavel e portanto a 
determinate por HPLC deve ser efetuada no mesmo 
dia enquanto que no segundo caso o produto form ado e 
mats estavel podendo ser es toe ado em geladeira e reve- 
lado ate tres dias apos a rea^ao. 

Esta derivatizapao e a mais comumente einpregada 
por permitir que a quantifica^ao dos aminoacidos seja 
feita atraves da utrliza^ao de um espectrofotometro UV 
(Ebert, 1986); (Cohen e Strydom, 1988). 

Procedim ento: 

Etapa de see age m — o material ohtido apos a hidrdlise 
c see ado a vacuo cm dessecador con ten do carbon a to 
dc caldo anidro ou utilizando-sc a unidadc da csta- 
qao de trabalho. 

Etapa de lavagem — adicionar 10 pL da solu^ao de la- 
vagern c agitar cm vortice c cfetuar a see age no Esta 


Quadro 29.1a- Solu^ao de lavagem (redry). 


Reagente 

Volume em microlitros (pL) 

Etanol 

200 

Agua 

200 

Trieti lamina 

100 


Esta solu^ao c estavel por um mes a - 20 °C 


etapa deve ser repetida ate o ponto de nao haver 
mais acido cloridrico residual. 

Rea^ao de acoplamento - adicionar 20 pL da solu- 
^ao de derivatiza^ao, agitar em vortice c man ter a 
temperatura ambiente por 10 minutos* Se houver 
necessidade, secar a solu^ao a vacuo ou efetuar a 
analise. 

As solu^oes utilizadas para a rea^ao de derivatiza^ao dc 
aminoacidos com fenilsotiocianato estao descritas 
nos quadros 29.1ae29.1beas soligoes alter nativas 
para derivatiza^ao estao descritas no quadro 29.2a 
e 29.2T. 

B) Reajao de Derivatizafao coin 
Ortoftalaldeido 

Reagentes Adicionais: 

Ortoftalaldcfdo. 

Metanol. 

B e ta-mc rc apto e ta n ol ♦ 

Tctraborato dc sodio, 

O proccsso de derivatiza^ao consistc no acoplamen- 
to de um grupamento fluorofom ao NH, ; do aminoatido, 
o qual sera revelado em espectrofluorimetro com com- 
primentos dc onda excitayao (Ex) 330 nm cmissao (Em) 
450 nm* dodos os aminoacidos podcrao scr idcntificados 


Quadro 29* lb — Solu^ ao de Derivatiza^ao. 


Reagente 

Volume em 
pL 

Volume em 
pL 

Volume em 
pL 

Volume em 

pL 

Volume em 

HL 

Volume em 
jiL 

Etanol 

70 

140 

210 

280 

350 

700 

** 

Agua 

10 

20 

30 

40 

50 

100 

Trieti lamina 

10 

20 

30 

40 

50 

100 

Fe nilisot io da n ato 

10 

20 

30 

40 

50 

100 

Volume final (pL) 

100 

200 

300 

400 

500 

1000 


Homogeneizar a mistura no agitador dc tubos vortex e aguardar em repouso per 5 minutes. A solutpio devera ser 
utilizada num periodo de no maximo 2 boras. 


Quadro 29,2a- Solu^ocs altcrnativas para Dcrivatiza- 
Cao - Rcagcntc dc Metanol* 


Reagente 

Volume em microlitros (pL) 

Metanol 

140 

i * 

Agua 

20 

Trieti lam in a 

20 

Ecn ilisot io c i an ato 

20 


Quadro 29, 2 . b- Solu^ocs altcrnativas para Dcrivati- 
za$ao - Rcagcntc dc Etanol polar* 


Reagente 

Volume em microlitros (pL) 

Metanol 

140 

Agua 

40 

Trietilamina 

20 

Ken il i sotioc ianato 

20 
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e cm bora a emissao varie de acordo com a estrutura de 
cad a aminoacido. Tanto a derivatizaqao como a deter- 
mina^ao dos amino acid os apos a derivatiza^ao devein 
ser efetuadas em sequencia. Por nao ser muito e snivel, o 
material deve ser revel ado logo apos a rea^ao, cerca de 
5 minutos. Como vantagem esta a sensibilidade do me 
todo, c como desvantagem alem de a rcaqao c a revel a- 
$ao deverem ser feitas em sequencia, o custo do detector 
fluorimetrico que muitas vezes nao tem outra titiliza^ao 
no laboratories 

Procedimento de Derivatizacao dos 
Aminoacidos 

A solu^ao-estoque de derivatizapao e obtida dissol- 
vendo-se 27 mg de OPA em 1 mL de metanol, acres” 
eemtando-se em seguida 5 pL de beta-mercaptoetanol e 
9 mL da solu^ao de tetraborate de sodio a 0,1 M (pH 
9,3)* Estc reagente pcrmanece cm bom csrado sempre 
queguardado em frasco ambar hem selado, a temperatura 
ambiente, podendo ser utilizado por no maxi mo 5 dias. 

Pelo menos 30 minutos antes da analise das amos- 
tras uma solu^ao deve ser preparada diluindo-sc 1 mL 
da solufao-estoque com 2 mL da solu^ao dc tetraborato 
dc sodio 0,1 pL. A dcrivatizaqao prc-coluna c finali- 
zada reagindo-se 100 uL desta solus^ao com 50 pL da 
a most r a ou da solu^ao-padrao de aminoacidos, por exa- 
tamente 2 minutos, antes da inje^ao na coluna analitica, 
confer me mctodologia dcscrita por Grascr ct al. (1985) 
c modificada por Donzati ct aL (1988). 

ETAPA 3 - Separa^ao dos 
Aminoacidos por HPLC 

Material Necessario: 

Sistema de HPLC — isocratieo (uma bomba), gradiente 
(duas bombas). 

Coluna dc fase re vers a Cl 8 - 250 mm x 4,6 mm ou 
150 mm x 4,6 mm. 

Sistema de aquecimento para coluna cromatografica. 
Solventcs para clufoao. 
lultros de amostra 0,45 pm. 

Micro sseringa. 

Seringa descartavel para acoplar no filrro. 

D etc tor ultravioleta variavel (para denvatiza^ao com fe- 
nil isotiocianato), 

Detetor de fluorescencia (para derivatizaqao com or- 
to-ftalaldeido). 


Registrador ou sistema computadorizado para aquisfoao 

de dados. 

A separate dos aminoacidos pode ser realizada 
por mdo de um equipamento de HPLC equipado com 
uma coluna de fase re vers a C (250 mm x 4,6 mm). Em 
alguns casos c possfvel utilizar colunas de 150 mm dc 
comprimento e obter re suit ados bast ante satisfatorios, 
com redu^ao significativa do tempo dc analise. O tem¬ 
po de analise varia de acordo com o numero de amino¬ 
acidos pre sente na amostra, conta min antes do material 
e precisao com que se quer deter mi car cad a um deles. 
O tempo medio c dc 25 minutos, variando dc 12 a 40 
minutos, dependendo de cad a caso. Esta variaqao de- 
pende fundamentalmcnte do sistema HPLC que sera 
utilizado, ou seja, si stem as isocratieo {uma bomba) ou 
de gradiente (duas bombas). Outro aspecto fundamen¬ 
tal e a utilizaqao de um sistema de aquecimento para a 
coluna que devera ser mantida a 36-38^0. O aqueci¬ 
mento da coluna permite mel borar a lesoluyao (separa¬ 
te) entre os pic os de cad a aminoacido, particularmente 
daqueles que sao quimicamente muito ass em el b ados, 
como lie e Leu, ou ainda Lys e Phe, que eluem no fi¬ 
nal do gradiente; varia^oes no valor de pTJ da solu^ao 
de HPLC tambem acar retain mu dang as no padrao de 
eluiqao, particularmente com Asp e Glu, ou ainda Yal 
e Met. Com a melhor defini^ao de cada um dos picos 
que representa cada aminoacido, a area correspondente 
a cada pico dc aminoacido ftcara mais bem discrim i- 
n ad a e, consequentemente, a concentraqao de cada um 
sera deter minada dc forma mais precis a. 

Os solventes a serem utiLizados podem variar has- 
tantc c, cm fun^ao desta grande variabilidade, c precise 
que o analista fa^a as escolhas em funqao dos re sul ta- 
dos que clc espera obter, assim como do custo que cada 
analise ira dispender. 

Assim, a utiliza^ao de metanol como fase movel e 
in teres sante do ponto de vista do custo, mas ap re sent a 
maior varia^ao e me nor estabilidade que a acetonitriia. 

Dess a forma, dcscrevcrcmos algumas soluyocs mais 
comumente utilizadas para a separaqao dos aminoacidos. 


Soluqao-tampao de Analise de Aminoacido 

A c e t ato de so duo ................................................... 19 g 

Agua padrao cromatografico..................LOGO mL 

Trietilamina.. .....................0,5 mL 

Solugao de EDTApH 8,0.........200 pL 

Titular pH 6,4 com acido acetico glacial e filtrar 
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Solu^ao-estoque EDTA 

100 mg dc EDTA para 100 mL dc H : 0 padrao 
cromatografico (sonicar para dissolver). 


Gradientepara eluiedo dos aminoacidos derwaiizados 
com PTH 


Tempo (min) 

C on centra^ ao 

Fluxo 

0-46 (25) 

46 

1,0 

25-30 

46-100 

1,0 

30-36 

100 

1,0 

38 

100 

1,5 

40 

100 

1,5 

42 

100 

1,5 

44 

0 

1,0 

Temperatura 38°G 


Solu^ao A - 
Acetonitrila. 

- 440 mL dc solu^ao Stock 

+ 60 mL dc 

Solu^ao B - 400 mL dc Acetonitrila + 
H ,0 + 100 pL EDTA (solupao 100 mM). 

100 mL dc 

Gradiente para 
com OPA 

eluifdo dos aminoacidos derwatizados 

Prepare da fa sc movcl utilizada na quantifica^ao 
dos aminoacidos. 

Utiliza-sc na eluicao dos aminoacidos um si sterna dc 
gradiente dc metanol com a fase movcl constituida por 
uma mistura de tampao fosfato de sod in 0,05 M (pH 
5,5) acrescido de 0,03% de NaCl e metanol nas seguin- 
tes proporgoes: 20% para a fase movel 'A" e 80% para 
fase 11 B 7 O programa dc clui^ao utilizado pode ser: 

Tempo (min) 

Solvente A 

Solvente B 

0 

100% 

0% 

10 

90% 

10% 

30 

75% 

25% 

35 

100% 

0% 

45 

100% 

0% 


Os ultimos 10 minutos da program a^ao sao estabe- 
led dos devido a necessidade de reequitfbrio do sistema, 
que opera corn o fluxo const ante de 1 mL/minuto e po- 
tencial de G 7 8 V no eletrodo de trabalho, a temperatura 
ambiente. 


A tabela 29.2 i lustra van as op^oes de utiliza^ao de sol- 
ventes e de gradientes de solventes utilizados para a anali- 
se de solu^oes ou hidrolizados contendo aminoacidos. 


O HPLC dorado dc uma unica bomba utiliza apenas 
um solvcntc c, com tsso, obtcm-sc menor variable entre 
as anaiises; entretanto, o tempo ern cad a analise e menor 
e nos casos nos qua is o material a ser analisado pode ser 
de diferentes origens (tec i do, (kudos biolbgicos etc.) nao 
e tao simples de se efetuar variances no pro cedi men to de 
elui^ao dos aminoacidos. Isto e, para cad a varia^ao no 
solvente e necessario preparar uma nova solu^ao, enquan- 
to no I IPLC dotado de sistema-gradiente basta alterar a 
programa^an do gradiente e efetuar uma nova corrida. 


A figura 29.3 ilustra um padrao tipico de analise de 
aminoacidos derivatizado com fenilisotiocianato. De- 


pendendo da fase move! utilizada, pode haver modifi- 
ca^ao na posi^ao de alguns aminoacidos que podera ser 
adequadamente caracterizada pela adi^ao de um padrao 
interno daquele aminoacido que se quer identificar. 


A tabela 29.3 ilustra o tempo de reten^ao relative 
(R) dos aminoacidos relativamente a corrida cromatogmfica. 
Este tempo pode sofrer modificanoes dependendo do gra¬ 
diente Lit ili /.ado. 


ETAPA 4 - Identifica^ao e Calculo do 
Contcudo de Aminoacidos 

Apos a cromatografia da amostra que devera ser 
analisada e do padrao de aminoacidos que servira como 
referenda, e e feta ad a a identifica^ao de cad a um dos 
aminoacidos base ad a no tempo de reten^ao de cada um 
e na area do pico obtida na amostra eomparando-se com 
o padrao utiliza do. 


A formula geral para o calculo e: 


Area do aminodcido 
na amostra 

Area do aminoacido 
no padrao 


Concetitraipio 
do aminoacido 
no padrao 


Concentra^ao 
do aminoacido 
na amostra 


Em alguns casos, o equip a men to dc HPLC ja dis- 
poe dc sis tern as de integra^ao capazes dc util tzar a area 
relativa ao padrao e sua correspondente concentrate 
convertendo a area da amostra ern um valor de con- 
centra^ao. E importante ress altar que macro mol ecu las 
que contem concentrates predom in antes de algum(ns) 
aminoacido(s) devem ser analisadas em dims etapas. A 
primeira visa a determina^ao dos aminoacidos de con- 
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Tabc1a29.2 - Descri^ao dos solventes e program as de gradiente no TIPLC utilizados cm quafxo si stem as de fase reversa 
para a separable de PTC-aminoacidos. 

Programa analitico 


Sistema Solventc B Tempo (min) %A %B %C 


1 

0,1 M de acetato de amonio 

0 

100 0 0 

piI 6,8 era 50% (v/v) 

15 

85 15 0 

Acetonitrila; agua 

30 

50 50 0 


304 

0 0 100 


40 

100 0 0 

11 

0,1 M de acetato de amonio 

0 

100 0 

pH 6,8, era metanol 

12 

80 20 

agua (80:20) v/v 

13 

65 35 


30 

60 40 


32 

0 100 


35 

0 100 


38 

100 0 


50 

100 0 

111 

0,1 M acetato de amonio 

0 

100 0 

pi I 6,8, era acetonitrila 

15 

85 15 

Metanol: agua 

30 

50 50 

(44:10:46) 

34 

0 100 


37 

0 100 


40 

100 0 


50 

100 0 

IV 

O mesnio que I 

0 

100 0 0 


30 

50 50 0 


30,1 

0 0 100 


40 

100 0 
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Figura 29.3 — Registry cromatograiko tipko de um padrao para analise de aminoacidos derivatizado por fenilisotiocianato (retirado de 
Cohen e Strydom, 198 R), MAUFS - Unidades de Fundo de Esc a la Medida em Mill ampere; Cys - cisteina; Asp - acido aspartico; Glu - 
acido glut am ko; CmCys - Carboximetil dsteina; Hyp - acido hipurico. 


tcudo minoritario c a outra analisa aquclcs quc sc cn- 
contram cm numcro muito superior aos outros. Dcssa 
forma, e possivel efetuar a identifica^ao utilizando-se 
maior sensibilidade do aparelho para o primeiro caso e 
efetuando-se dilutees no segundo, para sc obter uma 
concentra^ao do(s) amino ad do(s) major it ario(s) dentro 
de uma falx a linear de coneentra^ao. 

Metodos Analiticos para Oeterminacao 
de Aminoacidos com Alta Sensibilidade 

Recentemente, e possivel, por rncio da utilizai^.ao 
de detec to res que ntilizam outros principios na detec- 
pao, efetuar a identihea^ao e a quantise at: ao de ami¬ 
noacidos cm concentrates infer lores a pmol c, cm 
alguns eases ate inferior a fmol. Logicamcntc, estes 
equipamentos sao muito mats onerosos e a tecnica para 
a obten^ao dos rcsultados c mais retina da e cm alguns 
casos mais demorada* Entrctanto, cm muitos casos 
nos qua is ha necessidade de uma deter mina^ao mui¬ 
to aeurada e o custo for justificavel, com certeza estas 


apli canoes pod cm scr consideradas. Entrc os principals 
metodos podemos citar a quantifica^ao por dctcc^ao 
eletroquimica em que o material e tambem se par ado 
por cromatograJia liquid a em fase re versa e determi- 
nado de acordo com seu potential eletrico diante uma 
celula coulomctrica dc detec^ao atraves de um cletrodo 
de platina ou ouro. A passagem do ami no acido gera 
uma d Re rent; a de potencial eletrico no eletrodo pro- 
porcional a sua quantidade, Outro metodo ainda mais 
sensivei mas nao tao frequentemente empregado em 
rotinas dc analise, a nao ser em casos muito particula- 
res era tun^ao do elevado pre^o do equip amen to, e o da 
cromatografia liquida com detec^'ao por espectrome- 
tria dc massas. Neste caso, o aminoacido c detectado 
em fun^ao de seu peso molecular por meio da utiliza- 
yao de programas de computador acoplados ao equipa- 
mento, sendo possivel determinar sua quantidadc ba¬ 
se ada na abundancia dc deter minada mass a diante dc 
um padrao. Esta metodologia per mite a quantificapao 



do equip amen to dc cromatografia liquid a. 
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Tabc1a29.3-T empos de reten^ao (R) relatives para PTC 1-derivativos de varies aminoicidos. 


Ciimposto 

R 

t 

Compnsto 

R 

t 

j* 

Addo d&tetco 

0,18 

Treonina 

0,56 

Fosfosscrina 

0,19 

Alanina 

0,57 

Addo aspartic*? 

0,19 

Prolina 

0,50 

Adda glutamic t> 

0,21 

Amonia 

0,61 

Fosiotreonina 

0,22 

Metionma sulfona 

0,63 

S-Sulfbdsteina 

0,22 

Ti rosin a- O -sulfato 

0,63 

Carboximetil cistern a 

0,25 

Ac ido [i-Ami no buririco 

0,67 

Kosfotirosina 

0,28 

Timsina 

0,73 

Hidrox ip roli tin 

0,28 

Valina 

0,77 

Galactosainina 

0,38 

Mctionina 

0,81 

Asparagina 

0,38 

Cistina-1 

0,84 

Gluco&amina 

0,40 

Homosermo lattona 

0,86 

Serina 

0,40 

Cistina-2 

0,87 

Glutamina 

0,43 

Isoleucina 

0,90 

Glicina 

0,44 

Leucina 

0,91 

p-Alatiina. 

0,48 

Nitro timsina 

0,94 

Sulfoproptl cistern a 

0,48 

Norleudna 

0,94 

Homosserina 

0,48 

Fenilalanina 

1,00 

Histidina 

0,50 

Triptofano 

1,03 

Citrulina 

0,52 

Ornitina 

1,03 

Argimna 

0,54 

Reage nte 

1,05 

Me r i on i n a su 1 frix ido 

0,54 

T .is j nil 

1,10 

Meti on i na su 1 fox ido 

0,55 

Dimetil/Hsina 

1,17 

NjN-Dimetillisina 

0,55 



Considerafdes Finais 


— Qual o material que sera analisado e 

qual sua caracte- 


A analise de aminoaddo s tem sido de grande uti- 
lidade como metodologia analitica quantatativa cm di¬ 
verse s setoresj nao so da pesquisa, como tambem da 
analise de alimentos, analises cl micas etc, Seu valor e 
indiscutivel; ent retan to, e importante res sal tar que este 
capitulo tem procurado propieiar urn a vi sao ampla da 
metodologia. Quando esta for apllcada, e fundamental 
que se observe alguns cuidados: 


ristica, per exemplo, peso molecular da amostra, pre¬ 
dominance de algum aminoaddo cm particular etc. 

Se a amostra tem contain in antes que podem in- 
terferir e qual a importancia destes contaminantes 
na determina^ao. Muitas vezes, ha sobreposi^ao do 
pi co contain in ante com o de um aminoaddo que 
esta sendo determinado, levando a uma quantifica- 
gao superestimada deste aminoaddo. 
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Se ex i stem aminoacidos at ip i cos na constituiqao da 
amostra, se a resposta for positiva e import ante que 
o padrao de aminoacidos tambem contenha estes 
aminoacidos em sua composiqao, 

— Se a anatise for efetuada apos a hidrolise, e impor- 
tante monitorar e analisar o material em diferentes 
tempos de hidrolise e o resultado aferido sera uma 
media dos tempos de hidrolise, 

Outro aspecto fundamental neste caso e que os 
aminoacidos Asp, Asn c Glu, Gin apos a hidrolise sao 
obtidos na forma Asx c Glx, is to c, nao c possfvcl dc sc 
diferenciar um aminoacido de outro. 

Feito isso, e possivel obter uma analise reprodutiva 
e confiavcl e com excel ente sensibilidade alia da a um 
custo relativamente baixo. 
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30. Detec£ao de Proteinas Glicosiladas 


Claudio Miguel da Costa Neto 


Este capitulo apresenta o topico glicosila^ao de pro- 
tcmas dc forma sudnta, introduzindo aspcctos tcoricos 
fundamentals tan to para a comprccnsao gcral do as- 
sunto como para a correta utiliza^ao de metodologias 
disponiveis para a investiga^ao de glieoproteinas e ou- 
tros glicoconjugados. Alguns aspcctos metodologicos c 
praticos sao a in da cobcrtos ncstc capitulo, tratando dc 
diferentes abordagens para analise de glicoproteinas e 
de problem as frequentemente encontrados no desenvol- 
vimento das metodologias empregad as. Ha descri^ao 
de experimentos classkos reterentes a glicosila^ao de 
proteinas e de outros realizados rotineiramente em la- 
fa oratorios de Bioquimica e de Biologia Molecular, ilus- 
trados por me to de resultados obtidos em experimentos 
de nosso lab oratorio. Cotisiderando-se a importanciade 
alguns kits disponiveis comer da lmcntc para a caracteri- 
zat;ao estrutural de glicoconjugados, eles tambem for am 
incluidos neste capitulo; estes hits baseiam-se no uso ra- 
cional de diferentes glicosklases e outras proteinas cujas 
cspecificidades de a^ao auxiliam na defini^ao molecular 
dos glicoconjugados. O apcndice 2, ao final do capitulo, 
inclui alguns enderefos de homepages que oferecem in¬ 
formal es atualizadas sobre reagentes, equipamentos e 
metodologias para analise de glicoconjugados. 

Introduce 

Glicoproteinas sao proteinas que contem carboidra- 
tos ligados covalentcmcnte cm diferentes quantidadcs, 
como cadeias grande s ou pequenas, rami fie adas ou nao. 
As glicoproteinas podem existir tanto na forma soluvel 
quanto associadas a mernbranas, podendo ser subdividi- 
das em tres classes principals; (1) proteinas que possucm 
uma ligagao O-glicosidica, com a participate da hidro- 
xila de um residue de serin a ou de treonina (Fig. 30.1); 
(2) proteinas que possucm uma liga^ao N-glicosidica, 
com a participate do nitrogenio da cadcia lateral dc 
uma asparagina (Fig. 30.1); (3) proteinas que possucm 


ligados ao aminoacido carboxila terminal, atraves de 
uma fosforiletanolamina, um complexo grupo induin- 
do carboidratos e fosfatidilinositois. Esta ultima elasse 
frequentemente corrcspondc a glicoproteinas ancoradas 
a membranapor GP1 (glicosilfosfatidilinositol). Em al- 
gumas glicoproteinas sao cncontradas mais dc um tipo 
dc liga^ao glicosldica (Fig. 30.2). Alguns dos p ape is 
funcionais dcscritos para diferentes glicoproteinas sao: 
a^ao como her monies, enzimas, lubrific antes, molccu- 
las dc reconhccimento c transportadorcs. Em humanos, 
grande parte das proteinas plasmaticas c dc membrana 
e glicosilada, em que a present a do grupo carboidrato 
(que pode variar de 1% a 80%) possui um relevante pa- 
pel funcional na fisiopatologia do organ is mo, Entre os 
possiveis efeitos nas proteinas nas qua is os carboidratos 
estao ligados podemos citar a alter a£ao da solubilidade, 
da estabilidade, da velocidade de degradaqao (meia-vi- 
da), do trafego subcelular e ate mesmo dos mecanismos 
envolvidos em enovelamento e formagao de estrutura 
ter dark. Com base nest as informaqoes, a liga^ao de um 
a^ucar a uma protein a passa a ser de grande importanda 
para pesqu is adores de divers as areas. 

Existe uma grande variedade de e strut ur as oligos- 
sacarideas que podem ser formadas a partir de poucos 
monos sac arid ios, Esta varied a dc estrutural dos oligos- 
sac arid ios presentes em uma glicoproteina colab or a para 
a seletividade em uma serie de eve nto s bioquimicos, 
que inclucm desde cspcci field ade enzimatka, intera^ao 
com rcccptorcs, c ate o rcconhccimcnto por outras pro¬ 
teinas transportadoras. Em alguns casos, uma mesma 
proteina, produzida em diferentes tecidos, pode apre- 
sentar um padrao difcrcnciado c cspcdfico dc glicosi- 
la^ao, o que chamamos dc gli coform as, A comprccnsao 
bioquimica e estrutural das glicoformas faz destas mo- 
leculas importantes marcadores moleculares especificos 
para um dado ted do, linhagem celular ou mesmo para 
um eve nto fisi.opatol6gi.co. 
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Figura 30.1 - As liga^oes do tipo O-e N- cm glicopnotemas. 



Figura 30.2- Esquema llustrativo repnesentando as tres principals formas cm quo as proteinas podem ser glieosiladas. (A) Uma protema 
de membrana possuindo liga^ao O-glicosIdica em senna on treonina (Ser/Thr) e liga^ao N-glicosidica cm asparagina (Asn); (B) uma 
protein a ancomda a membrana atraves de uma ancora GPI; (C) urn receptor acoplado a protema G possuindo uma ligagao N-glkosidica. 
ern rcsiduo dc Asn. Legenda do esquema: EC = extraeclular, TM = tran&metnbrana T IC = intraeclular, * = galactose, o = manose T ■ = N- 
acetilglicosamina, □ - N-acetilgalactosamina, A - fucose, * - acido sialico. 
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Os carboidratos nao acompanharam os acidos 
nuclei cos e protein as na revolu^ao molecular que tem 
ocorrido nos ultimos anos, em grande parte, por ra- 
zoes metodologicas, Carboidratos possuem cadeias 
complexas e ramificadas, o que dificulta sua analise. 
Por outro lado, acidos nucleicos e protei n as sao ca¬ 
de ias polinn ericas lineares. Porem, muitos ava 1190 s tec- 
nolog i cos to ram ale an 9 ados recentemente, o que tem 
permit ido a analise do pap el estrutural e funcional de 
carboidratos com mais profundidade. Como exem¬ 
plo, atualmente ja esta disponivel uma serie de enzi- 
mas glico sidases recomb in antes purificadas, com alto 
grau de especificidade. Alein disso, esta dispomvel no 
mercado um numero razoavel de kits que permitem a 
analise de glicoproteinas, mesmo em laboratorios sem 
tradigao no estudo. 

Metodologias para Detec^ao, 
Purifica^ao e Analise de Glicoproteinas 

Os protocolos apresentados neste capitulo permitem 
uma introduce pratica ao assunto e, eventual mente, a 
obten£ao de analise s biologic as satisfatorias. Porem, 
deve-sc ressaltar que nao sao tcc.nicas sufi dentes para 
permitir analises mais refinadas, como o aspecto estru¬ 
tural de um dado oligossacarideo. O uso de glicosida¬ 
ses recomb mantes } com alto grau dc cspccificidadc, tem 
contribufdo grandemente para estes tipos dc cstudos. 

Embora alguma informa^ao sempre possa ser obti- 
da a partlr de um extrato bioldgico complexo, a melhor 
alternativa c sempre a purifica^ao. Podem scr utiliza- 
das as metodologias classicas dc purifica^ao para pro- 
teinas nao glicosiladas. Por outro lado, glicoproteinas 
normal me nte possuem a^ucares que sao reconhecidos 
por lcctinas (proteinas com afinidadc por carboidra¬ 
tos) de plantas. Logo, o uso de cromatografias de afi- 
nidade, usando lectinas imobilizadas em uma matrix 
(protocolos 1 c 2 ), como pas so unico ou na fa sc final 
dc purifica 9 ao, passa a scr uma importante ferramenta* 
Outra pos sibil idade de analise para algumas protein as 
glicosiladas, especial me nte para proteinas de mem- 
bran a com complexa estrutura^o tridimensional, e 
a realiza^ao de experiment os dire tame nte em celulas 
inteiras. 

Devido a grande complex idade e variedade de 
a 9 tic a res que podem estar pres elites nas glicoproteinas, 
nao existe um procedi men to que possa ser descrito 
como padrao para sua purilicafao. Por isso, a obten^io 
previa de algumas inform a^oes sob re a glico protein a 
de interesse c de grande importancia para a defini^ao 
das estrategias a serem utilizadas. 


A seguir sao apresentados a 1 go ns tipos de glico¬ 
proteinas, be in como algumas characteristic as, possiveis 
procedimentos c problem as usual mente encontrados* 

Proteinas Secrctadas 

Podc-se deter minar se uma determinada protein a 
e secret ad a pelo meio de cultura us ado no cultivo das 
celulas que a produziratru Caso a linhagem celular utili- 
zada necessity cie adi^ao de soro ao meio de cultura, este 
pode ser um fittor complicador, devido a grande quanti- 
dade de glicoproteinas presenter ncstc, 

Proteinas Nao Secretadas 

Caso a proteina dc interesse nao seja sccretada, 
podem-se romper as celulas em meio iso-osmotieo 
(por exemplo, sacarose) seguido de centrifuga 9 ao para 
se separar membra nas e vesiculas da ffa^ao soluvel. E 
importante saber que, normalmente, glicoproteinas nao 
sao encontradas na fra 9 ao soluvel, embora recentemente 
alguns cases tenham sido descritos. 

Proteinas de Organelas 

Caso a proteina de interesse tambem nao tenha sido 
detect ad a na fra^ao soluvel, a fracao dc membra nas e 
vesiculas deve ser submetida a um procedimento para 
rompimento (por exemplo, congelamento ou meio hi- 
posmotico), Apds este procedimento, as mem bra nas 
sao novamente preeipitadas por centrifugate. Durante 
este procedimento, e importante o uso de inibidores de 
proteases, uma vez que as enzimas lisossomais tambem 
serao lib era das. 

Proteinas de Meinbrana ou Ancoradas a esta 
por meio de Glicofosfolipidios 

Caso a proteina de interesse nao tenha sido de tec¬ 
ta da em nenhum dos procedimentos descritos acima, 
provavelmente deve ser uma proteina de membrana 
ou deve estar ancorada a membrana por meio de um 
glicofosfolipidio. Detergentes nao ionicos podem ser 
utilizados cm concentrates c re see nte s como tentativa 
para sc solubilizar cstas proteinas. Detergentes com alta 
concentrate critica micelar (CMC) e que possam ser 
facil mente removidos posterior me nte at raves de dialise 
sao prefer idos (por exemplo, hexil, hep til c octil-glico- 
sidios). Entretanto, estes detergentes contendo glico se, 
se nao devidamente retirados por dialise, podem inter- 
ferir na inter a^ao dc algumas glicoproteinas cm coin nas 
de afinidade com lectinas (por exemplo, concanavalina 
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A~Sepb arose [Con A-SepharoseJ), ou mesmo interfei ir 
na analise direta do conteiido de a^u cares de uma dad a 
amostra. 

Caso a protein a seja ancora da por glieofosfolipi- 
dios (ver exemplo B da Fig. 2), o componente lipidico 
pode causar sua solubilizapao em frames aquosas con- 
tendo alguns tipos de deterge rites (por exemplo, Triton 
XT 14), as situ como fad It tar a sua intcra^ao cm matrizes 
hidrofobicas (por exemplo, fenil-Sepbarose). Em a 1 guns 
casos, a por^ao liptdica da an cor a podc ser rcmovida por 
meio do tratamento com a enzima fosfolipase C, Esta 
digestao deixa a ponpio do carboidrato da an cor a as- 
sociada a proteina, o que a torna mats soluvel e, con- 
sequentemente, com me nor afinidade pelas matrizes 
cromatograficas de carater hidrofobico. 

Outra possibilidade de analise de protein as de 
me mb ran a e sua utilizaqao em celulas inteiras. Este 
procedi memo e frequentemente realizado no caso de 
receptores acoplados a proteina G, Estes receptores 
posstiem sere u-heltces que at raves s am a me mb ran a 
plasmatica e com frequencia alguns sftios de glicosda- 
^ao sao encontrados na regiao extracdular (ver exem¬ 
plo C da Fig* 30.2), Devi do a sua estrutura complexa 
e a d ill c liI d ad e de solubilizafao e/ou reconstituipao 
estruturai, receptores desta superfamilia sao irequen- 
temente analisados em celulas inteiras. Para isso, o 
cDNA correspondente a proteina de interesse deve 
ser transfectado cm uma linhagem cclular que sabida- 
mente nao possui receptores endogenos eorresp on den¬ 
tes aqueles que serao analisados (protocolo 3). 

Purifica^ao de Glicoproteinas 

Alguns dos mctodos classicos utilizados para a pu- 
rifica^ao de protcinas (visitc a homepage da scqao Heal¬ 
th Care da General E tec tries - Apcndicc 2), tais como 
cromatografias dc cxclusao molecular c dc troca ionic a, 
a lem dc clctroforcse, podem ser us ados para a purifica^ao 
de glicoproteinas. As lee tin as, protein as que ligam afu- 
cares, tambem podem ser utilizadas para a purifica^ao 
de glicoproteinas. Como exemplo, em uma cromatogra¬ 
fia de afinidade, uma lectina e ligada covalentemente a 
uma matrix para cromatografia, a qua! e utilizada para a 
purifica^ao sclctivadc glicoproteinas com afinidade pel a 
lectina utilizada (protocolos 1 e 2). Diferentes lectin as 
mteragem seletivamente com varios a^ticares, Um fator 
de complica^ao comum na purifica^ao de glicoproteinas 
e o fato de que frequentemente estas sejam encontradas 
como diferentes glicoformas, is to e, possu indo a mesma 
sequencia de ami no acid os, por cm com grande variable 
no seu conteiido carboidrato. 


Purifica^ao por Exclusao Molecular 
(Gel-Filtra^ao) e SDS-PAGE 

Protemas com alto conteiido de carboidratos eluem 
mais rapidamente do que as nao glicosiladas com mes¬ 
mo tamanho durante cromatografia de cxclusao mole¬ 
cular. Caso a quantidadc dc carboidratos seja variavcl, 
pode acarretar o a la rg amen to do pico correspondente 
no cromatograma. 

A migra^ao de protemas em SDS-PAGE tambem 
c afetada pclo grau de glicosila^ao. Uma mesma pro- 
tciria, con tend o cadcias variavcis dc carboidratos, podc 
scr observed a no gel como uma band a larga ou mesmo 
como um rastro, O tratamento com glicosidases pode 
ser usado para uina caracteriza^ao mais precisa de uma 
amostra (visite as home-pages das empresas Glvko, Pier- 
cc c Markergcne - Ap end ice 2). E import ante 1cm- 
brar que glicoproteinas contend o alt a carga anionic a 
nao sao adequadamente coradas com Coomassic ou 
mesmo com prata. Recentemente, o uso de fluordforos 
(por exemplo, reagente de fluorescertcia 1,5-EDANS) 
tem permitido a marca^ao e maior facilidade em dife¬ 
rentes tipos dc analiscs dc glicoproteinas, 

Purifica 9 ao por Troca Ionica 

A presenga dc acido sialico c de cs teres dc sulfa to 
pode tacilitar a liga^ao lie algumas glicoproteinas em ma¬ 
trizes cromatograficas para troca anidnica (por exemplo, 
DEAE), A elui^ao e realizada com solu^oes contendo alta 
conccntra^ao dc sal. As glicoproteinas devcm scr c In id as 
mais tardiamente, que as protcinas nao glicosiladas. 

Cromatografia de Afinidade por Lectina 

O procedimento mais usado para a purifica^ao es- 
pecifica de uma glicoproteina, direta ou apenas na fase 
final, e o uso de lectinas (protocolos 1 e 2). Ja foram 
isoladas varias lectinas dc plantas, c para algumas dclas 
a cspccifictdadc para alguns a^tkarcs ja c conhccida. 

Uma vez que as glicoproteinas norm aim ente pos- 
suem varias cadeias de um certo tipO de a^'ucar, pode 
acarretar uma intera^ao mul tipi a com as lectinas na 
resina, torn an do, por sua vez, dificil a elui^ao desta s 
protcinas para fora da coluna. Concanavalina A-Scpha- 
rosc (Con A-Sepharose) c a matriz com lectina mais 
utilizada para a purifica^ao dc glicoproteinas devido a 
sen rclativo baixo custo, estabilidade c sua capacidadc 
de interagir com diferentes tipos de carboidratos. As 
protcinas ligadas nest a matriz podem ser duidas com 
a-me til-D -m a no sid io (aMM). 
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Contain in actio com Carboidratos 


Mesmo a observa^ao de uma ban da hem definida 
em uma analise por SDS-PAGE pode estar inadequa- 
da para analise de carboidratos, A glicose e raramentc 
encontrada em cadeias de a^ucares em protemas e, por 
outro l ado, c o contaminante mais frequente* fstoporquc 


varios materials usados no dia-a-dia em um laboratorio 


podcm contribuir com uma fontc dc a^ucan Entrc os 
materials mais cornu ns pode mo s citar: DEAE c CM-cc- 
lulose, agarose, Sephadex, sac arose, gliceroL e deterge ft- 
tes con tend o glicosidios, E import ante lembrar que sc a 
amostra proteica foi puridcada por gradiente de sac arose, 
por extra^ao com detergentes contcndo glicosidcos ou 
mesmo estocados em glicerol, a amostra precisa passar 
por um proccsso intenso dc dialisc para que o conteu- 
do carboidrato possa sei anallsado. Dessa maneira, para 
a reaIiza<;ao de croinatogralia de exclusao molecular, e 
preferfvel a utiliza^ao de geis com base em acrilamida 
do que aqueles contcndo dextrana* Mesmo com todas 
essas precau^oes, se glicose for de tec tad a na analise de 
carboidratos e mais provavel que seja um contaminante 
do que um comp one rite de uma glicoproteina. 


Protocolos Experimentais 

Este item tern coma objetivo descrevcr alguns proto- 
colos utibzados no estudo de gli cop rote in as. Os protocolos 
descritos sao bast ante diver so s no seu objetivo bem conio 
naestrutura laboratorial necessariaparasuarealiza^ao* A1- 
guns destes protocolos estao relacionados a purifica^ao de 
glicoproteinas, enquanto outros estao relacionados ao es- 
tudo de estruturae fun 910 destas protemas diretamente em 
celu las inteiras, mis quais estas estao sendo produzidas. 

Protocolo 1 

Estudo piloto para determinar interaqoes com lecti- 
nas e conduces de elui^ao. 

1 . IVcparar uma suspensao dc Con A-Scpharose a 
50% no tampao de sua escolba para a cromatografia. 
Util tzar um pipetador auto m at i 00 com uma pontei- 
ra com a ponta cor tad a para aliquotar 200 pL da 
suspensao em 7 tubes de microcentnfuga, Tomar 
cuidado para que a suspensao esteja homo gene a 
quando for pipe tar, 

2, Adicionar 50 pL da amostra de proteina em cada 
tubo e incubar por 15 minutos, agitando oeasional- 
mente. Centrifugar os tubos por 1 minuto a 1.000 
x ^ para sedimenta^ao. Separar o sobrenadante para 
analise no pas so 5. 


3♦ I.avar o precipitado tres vezes com 1,5 mldo tampao 
em uso. Apos cada lavagem, centrifugar novamente e 
de scar tar o sobrenadante, como descrito no passo 2. 

4. Ressuspender 0 precipitado de cada um dos tubos 
em 200 pL de oMM nas seguintes concentraqoes: 0; 
0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1,0 e 1,5 M. 

5. Incubar por 15 minutos e centrifugar como descri¬ 
to no passo 2, Analisar os sobrenadantes, inclusive 
aquclc colctado no passo 2 , com um ensaio para a 
dctccpao dc proteina. Dessa forma, sera possivcl 
descobrir qual a conceiitraqao de oMM utihzada 
que possibilitou a melbor elui^ao das glicoproteinas 
que interagiram com a Con A-Sepharose + 

Gbs.: Caso nao ocorra elui^ao de proteinas ern nenhu- 
ma destas conduces, pode-se aumentar a temper at ura 
ou o tempo de incubaqao por ate varias boras. 

Protocolo 2 

Cromatografia de afinidade utilizando Con A-Se~ 
pharose. 

Material 

— Con A~Sepharose 10 mg/mL, 

- a MM 0,5 M dissolvido no tampao para a cromato¬ 
grafia de sua e scold a. 

Amostra da proteina dissolvida no mesmo tampao, 

- La de vidro. 

— Coluna para cromatografia de 1,5 x 30 cm. 

Obs.: Case a proteina de interesse seja estavel, este 
pro cedi men to pode scr descnvolvido cm temperatura 
ambicntc. Caso contrario, o procedi men to deve scr rca- 
lizado cm uma camara fria c os reagenres devem scr pre- 
re sir i ados em banho de gelo. 

Procedimento 

1 . Misturar a Con A-Sepharose 10 mg/mL em 50 mb 
de tampao c res suspender gentilmente, Rctirar o gas 
da mistura* 

2 . Colocar um ebuma^o de la de vidro no fundo da 
coluna c despejar a mistura dentro desra, 

3. Continuar a colocar a mistura dentro da coluna ate 
atingir cerca de 28 cm, o que corresponde a aproxi- 
madamente 50 mL, Lavar com 3 volumes de tampao 
(usar como referenda 0 volume dc rcsina utilizado na 
coluna) para retirar as C 011 A que se encomram fraca- 
mente ligadas ou degradadas. 
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4. Lavar com 3 volumes de aMM 0,5 M, ou a concen¬ 
trate mais alta que for utilizer, 

5 . Lavar com pelo men os 5 volumes de tampao sem 
aMM, para reequilibrat a coluna. 

6 . Gcntilmcncc adidonar a amo&tra dc pro rein a no 
topo da coluna. 

7. Lavar a coluna com ccrca dc 10 volumes dc tampao 
c monitorar as amostras cole rad as per absorb an da a 
280 nm, ate que a linba de base seja restabeleckla. 

8 . Analisar a possfvcl present a da protein a dc inrcrcsse 
nas amostras colctadas durante a lavage m. 

9. Eluir as p ro tern as 1 igad as na eolu n a co rn aMM 0,5 M 
c monitorc as amostras colctadas por absorb and a a 
280 nm e por ensaios de atividade cspecificos. Reuna 
em uin unieo tubo as frames contendo a atividade. 

10 . Regen erar a coluna pass an do 10 volumes de tampao. 
Guardar a coluna a 4°C em tampao contendo 0,02% 
de NaN_. Sempre reequiltbrar a coluna antes de usi- 
-la novamente. 

Protocolo 3 

Ensaio de intera^ao {binding) para agonist as e anta¬ 
gonist as a receptores acoplados a proteina G (GFCRs) 
cm celulas inteiras. 

Os ensaios dc binding deverao scr rcalizados a 4 r C 
com celulas inteiras, 48 boras apos a transfec^ao. Veja o 
ap end ice 1 para procedimentos de cultura e transfee^ao 
de celulas COS-7 e CHO. 

L Vintc quatro boras apos a transferao transferir as 
celulas transfeetadas para placas dc 6,12 ou 24 po- 
£os, Tratar as placas previamente com solu^ao de 
polilisina (0,1 mg/mL), enxaguar com PBS imedia- 
tamente antes de se colocar as celulas. 

2 . Apos colocar as celulas, incubar as placas na estufa 
ate o dia seguinte. 

3 . Imediatamente antes de ser inieiado o ensaio 
de bindings enxaguar as celulas brevemente com. 
tampao de lavagem (Tris-HCL 25 mM, pH 7,4, 
NaCI 140 mM, MgCl 3 5 mM, albumina dc soro 

bovi no). 

4. Adidonar 500 pL dc tampao dc rca^.ao (Tris-HCl 
25 mM, pH 7,4, MgCL 5 mM, albumina dc soro 
bovino a 0,1% 7 bacitracins 100 pg/mL) contendo o 
ligante radioativo de interesse. 


5. Adi c t o n ar di te re n tes con ce ntra^oe s de 1 i ga ntes fri os, 
em um volume final de rea^ao de 525 pL, em tam¬ 
pao de rea^ao e incubar por 24 boras a 4 C. 

6 . Apos 24 boras, lavar os po^os duas vezes com o mes- 
nio tampao (sem bacitracin a). 

7. Adicionar a cada po^o 1 mL de tampao de lise (ureia 
48%, detergente Nonidet P-40 a 2%, preparados em 
acido acetico 3 M). 

8 . Procede r a con tagem rad i o at i va, 

Outros Protocol os 

Existe uma serte de protocolos simples que podem 
ser realizados com o uso de kite e, logo, dispensam a 
necessidade de estrutura^ao laboratorial para serem 
realizados. Entre varias aplicanoes, alguns destes kite 
perm item saber de maneirarapida se uma dada protein a 
e glicosilada ou nao, analisar o possfvel papel biofogico 
da por^ao car b old r a to, re ti rad a da porglo carboidrato 
para estudos estruturais em protein as, sequenciamento 
do comp one nte oligossacaridio entre outras. Tambem 
estao disponfveis no mercado uma serte dc glicosidascs 
com reconbecimento especifico para di fere ntes a^u ca¬ 
res substrates. Apos o tratamento com estas glicosida¬ 
scs, a retirada dos a^ucares podc scr monitorada por 
HPLC ou por eletroforese, a qual e bastante facilitada 
quando utilizada a tccnica dc marca^ao por fluorofo- 
ros. Veja o apendice 2 para as homepages das empresas 
Glyko, Pierce e Markergene, responsaveis, entre ou- 
tras, pcla comcrcializa^ao dc tais rc age ntes. 

Apendice 1 — Cultura e Transfeccfio de 
Celulas de Mamiferos em Cultura de 
Celulas 

Celulas COS-7 on celulas CHO devem ser cul- 
tivadas em garrafas dc cultura contendo mein de cul¬ 
tura DM EM {Dutheccos Modified Eagle's Medium) su- 
plementado com soro fetal bovino a 10% e glutamina 
2 mM. Gentamictna (0,01 mg/m 13 ou penicilina e 
estreptomicina (100 U/mL e 100 pg/mL, respectiva- 
mente) devem ser utilizadas como antibiotico. As ce- 
lulas devem ser mantidas em estufa a 3? J C, com 10% 
de CO. e 90% de ar. 

Podem-sc usar varios me to dos para transfcc^ao, o 
de me nor custo e o de precipitafao por fosfato de calcic, 
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descrito para a transfec^ao transiente em celulas COS- 

7. Oatro metodo de transfecglo, de alta eficientia, e por 
ineio do uso de lipofectamina on reagentes coni o mes- 
tno principio, descrito para a transfcc^ao pcrmanente 
em celulas CHQ. 

Tran sfec^ao Transients em Celulas COS-7 

Materials 

- Tampao TE:'' I ris HC1 lOmM, EDI A 1 mM, pH 8 , 0 . 

- Tampao PBS: NaCI 137 mM,. KC1 2 ,7 mM f Na_,H- 
P0 4 4,3 mM, KH,PO_ 1,4 mM, pH 7,5. 

- Tampao 2 x HRS: NaCl 280mM, HEPES 50 mM, 
Na,HP0 4 1,5 mM, pH 7,2. 

- CaCl ; 2 M. 

- Cloroquina 2 mg/mL, 

Procedimento 

1. Aproxi mad am elite 24 boras antes da transfec^ao re¬ 
mover as celulas das garrafas por meio de incuba^ao 
por 10 minutos com PBS contendo EDTA 1 0 mM 
Contar e transferir as celulas para outras garrafas de 
cultura (por exemplo, para uma gar rata de 800 mL 
devem ser ad i dona das 6 x 10 fe celulas em 10 mL de 
meio DM EM). 

2 . Aproxi mad am cntc 2 boras antes da transfcc^ao, tro¬ 
car o meio de cultura das celulas, mantendo o mes- 
mo volume. 

3. Em um tubo dc pldstico misturar 30 pg do DNA 
de interesse, 60 pL de CaCl, 2 M e TE para atingir 
o volume final de 480 pL. Em urn segundo tubo, 
adicionar 480 pL de 2 x HBS. 

4. Adicionar gota a gota a mistura contcndo o DNA 
no tubo contendo 2 x HBS, mantendo sob leve agi- 
ta^ao. 

5. Incubar a temperatura ambiente por 45 minutos. 

6 . Transferir o contendo do tubo delicadamente para 
a garrafa de cultura contendo as celulas e adicionar 
300 pL de cloroquina 2 mg/mL. 

7. Incubar as celulas por 5 boras a 37°C, com 10% dc 
CO, c 90% dc an 

8 . Aspirar o meio de cultura, lave com 10 mL de PBS 
e adicione 20 mL de meio de cultura. 


Transfec^ao Permanente em Celulas CHO 

Materials 

- Reagente para transfec^ao llpofectina (Invitrogen) 
on similar. 

- Tampao TE: TVis-11C1 10 mM, EDTA 1 mM, pH 

8 , 0 . 

- Tampao PR S: NaCI 13 7 mM, KC1 2,7 mM, Na JI - 
P0 4 4,3 mM, KI1 2 P0 4 1,4 mM, pi I 7,5, 

Procedimento 

L Aproximadamente 24 horas antes da transfec^ao re¬ 
mover as celulas das garrafas por meio de incuba^ao 
por 10 minutos com PBS contendo EDTA 10 mM. 
Contar e transferir as celulas para a placa de Petri de 
35 mm, na quant!dade de 3 x IQ 11 celulas por placa, 
em 2 mL de meio DMEM suplementado. 

2. Em uni tubo pi as tic o misturar 10 pg do DNA de 
interesse a 250 pL de DMEM nao suplementado. 

3. Em outro tubo dc plastico misturar 10 pl.de lipo- 
fectina a 250 pL de DMEM nao suplementado. 

4. Homogeneizar individualmente cada um dos tubos 
c incubar a temper atura ambiente por 45 minutos. 

5. (Jota a gota misturar os contcudos dos dois tubos 
gentilmente e incubar novamente por 10 minutos. 

6 . Adicionar 2 m L de DMEM nao suplementado ao 
tubo contendo a mistura dc DNA e lipofcctina. 

7. Aspirar o meio de cultura da placa das celulas, lavar 
com 2 mL de PBS e substituir pelo meio contendo 
a mistura de DNA e iipofectina. 

8 . Incubar as placas por 5 boras a 37°C, com 10% de 
CO, e 90% de ar. 

9. Aspirar o meio de cultura, lavar com 2 mL dc PBS 
e adicione 5 mL de meio de cultura suplementado, 
contcndo 500 pg/mL de geneticina (G418), para a 
sele^ao dos clones de interesse, ou seja, aqueles con¬ 
tendo o plasmideo inserido. 

Apendice 2 - Homepages de Algumas 
Empresas 

h ttp://www. prozym e. com /glyko/ 
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Homepage da Glyko, empresa cam bastante tradi^ao 
em reagent es, enzimas e metodologias para o estudo de 
carboidratos e glicoconj ugados. 

ht tp: //w w w .ge he alt lie are. com/ 

Homepage da scyao Health Care da General Elec¬ 
trics, que mais rcecntcmcntc cnglobou a Amcrsham, 
que anteriormente havia englobado a Pharmacia, em¬ 
presa que original me rite desenvolveu a Sepharose e di¬ 
ver sas outras matrizes para cromatografia. 

ht tp: /7w ww*picrccnc t. co m/ 

Homepage da Pierce, empresa traditional na comer- 
rializayao de divers os reage rites c kits, induindo alguns 
para a detectao e analise de carboidratos de glicopro- 
tern as* 

lit tp: /'/www. m ar her gene. com/ 

Homepage da Marker gene, empresa que comer cia- 
liza diverges reagentes e kits moleeulares, induindo al¬ 
guns para a detect:ao e analise de carboidratos de glico- 
proteinas* 
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Introdu^ao 

A fosforila^ao e um mccanismo rapido, rcvcrsivcl 
c cficaz para regular a funcionalidadc de varias pro¬ 
tein as cnvolvidas cm inumcros processes biologicos. 
Como cxcmplo, temos a atividadc de enzimas c canals 
ionic os, a propagate de sinais intracclu lares, a con- 
tra^ao muscular, a expressao gcnica c o erescimento, 
a difcrcnciacao c a transfer ma^ao cclularcs. Estima- 
sc que um tcr^o de nossas proteinas sao dinamica e 
coordcnadamcntc fosforiladas c dcsfosforiladas a cada 
instance. Proteinas quin as cs e proteinas fosfatascs ca- 
talisam rca^ocs opostas ncstc proccsso, Enquanto as 
primeiras sao rcsponsavcis pela fosibrila^ao, as segun- 
das lcvam a desfosforilagao de proteinas. A mb as tem 
suas atividadcs rfgida c reciprocamcnte controladas por 
hor monies, fatores de erescimento e metabolites, de 
forma a mudar o cstado de fosforila^ao de proteinas 
especificas para atender as demandas fisiologicas cm 
um dado momenta. 

Agrupamentos fosfatos sao observados cm varios 
aminoacidos. Os inais comuns e provavclmcntc os de 
maior relcvancia biologiea cm cucariotos comprccndcm 
a scrlna, a t re on in a c a tiro sin a, os quais sao fosforilados 
no grupo hidroxil lateral (O-fosforila^ao). Estes sao a 
principal meta dcstc capitulo, Ja cm procariotos, a histi- 
dina (N-fosforila^ao) e os carboxiaminoacidos aspartato 
e glutamate (adifao de fosfato no agrupamento hidroxil 
terminal) parecem ser os de maior relevancia. Outros 
fosfoaminoacidos compreendem a cistern a (S-fosforila- 
da), a arginina e a lisina (N-fosforiladas). 

Evolutivamente, as proteinas quinases derivaram 
de um unico gene, o qua! deu origem a duas families: 
as serina/treonina quinases e as tirosinas quinases. Ja 
as proteinas fosfatases derivaram de dois genes anees- 
trais. Um deles originou as fosfoserinas/fosfotreonmas 
fosfatases e outro, as fosfoti rosin as fosfatases (PTP). As 


serina/treonina fosfatases, por sua vez, foram divididas 
em duas fa mill as: as fostoserina/fosfotreonina proteinas 
fosfatases (PPP) e as proteinas fosfatases estimuladas 
por Mg 3+ (PPM), cnquanto a famllia FTP sc subdivi- 
diu cm PTP, com cspccificidadc para fosfbtirosinas, c 
FTP, com cspccificidadc dual (para fosfosscrina/fos- 
fotreonina c fosfoti rosin a)* Uma fosfo-histidina fosfa- 
tase foi deserita recentemente e considerada o primei- 
ro membro de uma nova famflia: a proteina-histidina 
fosfatase (PHP). 

Estruturalmente, tanto as proteinas quinases como 
as fosfatascs apr esc n tarn ampla complex id adc c diversi- 
dadc. Estima-sc que ccrca dc 518 dos nossos genes co- 
dificam proteinas quinases e entre 350 e 700 codifieam 
proteinas fosfatases, demonstrando a alta variabilidade 
destas enzimas c, por tanto, scu provavcl cnvolvimcnto 
em iniimeros fenomenos. Com relafao a especificidade, 
estas sao cl as si fi cad as em dedicadas ou multifuncionais. 
As dedicadas sao mais especificas, agin do sob re uma 
ou poucas proteinas com alta similaridade. Ja as mul¬ 
tifuncionais agem sobre varias proteinas, com apenas 
sequencias-alvo relacionadas, geralmente envolvidas em 
varios processos. Dada a importancia destas proteinas, 
o enten dimen to de suas estruturas, assim como sua re¬ 
gulable c determina^ao dc sens substrates, sao funda¬ 
mentals para a compreensao dos mccanismos que regem 
os processos biologicos. Uma forma indireta de estudar 
as proteinas quinases e fosfatases e por meio da analise 
dc proteinas fosforiladas, uma vcz que estas represen- 
tam o rcsultado dc suas atividadcs. 

Ila varias tecnicas que perm item o estudo de 
proteinas fosforiladas, como radiomarca^ao com 32 P, 
analise por cromatografia (HPLC, TLC), fiuorometria, 
cspectrometria dc mass a, Western blotting (tmunobht- 
ting) 7 imunoprecipita^ao, imunoistoquimka e imuno- 
fluorencia. Usualmente, sao re que rid as mais de uma 
tccnica para a obtengao dc rcsultados mais prccisos. 
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Radiomarcacao com 32 P 

Os primeiros estudos sobre a fosforila^ao de protei¬ 
nas for am realizados utilizando fosfato radioniarca- 
do. Este inetodo baseia-se na incorporate de 32 P de 
[ 32 P] fosfato ou [y- 2 P]-ATP em protein as de celulas 
permeabilizadas (in vivo) ou extratos celulares (in vitro). 
Geralmente, a analise inicial deste me to do e por meio 
da eletroforose em gel de poliacrilamida para a separa¬ 
te an das proteinas* a exposi^ao do gel a dimes de raios X 
e a local iza^ao das fosfoproteinas por auitorradiografia. 

Fluoromctria 

Este inetodo tern como principle a marca^ao dc gru- 
pos fosfatos ligados a protein as com urn fluoroforo* Uma 
desvantagem e que muitos fluoroforos tambem marcam 
outros fosfatos, como aqucles ligados a sacarideos, ATP, 
A DP, nucleotide os e metabolites (por exemplo, glicose- 
-6-fbsfato), Porem, este problem a pode ser con torn ado 
pel a combi na^ao desta tecnica com a eletroforese em gel 
2 D, a qual permite a discriminate de fosfoproteinas 
de outras moleculas* Assim, a fluorometria associada a 
eletroforese em gel 2D e uma boa alternativa a tecnica 
de radiomarcacao com l2 P, 

Idcntifica^ao por Anticorpos 

As tecnicas que utilizani anticorpos comprccndcm 
o Western blotting a imunoprecipita^ao, a imunoisto- 
quimica c a imunofiuorcsccncia* Os anticorpos dispo- 
nivcis no mcrcado apresentam cspccificidadc variavcL 
Existcm anticorpos cspcdficos para uma ou poucas 
protein as com fosfoaminoacidos (por exemplo, anti fa s- 
fo-Akt (ser473), o qual recon hece a protein a Akt fos fo¬ 
ri lad a na serina 473, e antifosfo-MAP quinases p44/42 
(thr2Q2/tyr204), que re con he as MAP quinases p44 e 
p42 fosforiladas em thr202/tyr204, respectivamente) e 
anticorpos com e specific id ade generic a para um fosfoa- 
minoacido de varias proteinas (por exemplo, antifosfo- 
tirosina e antifosfotreonina, que reconhecem quaisquer 
residues de tirosina e treonina tosforilados, respectiva¬ 
mente). A escolha de um ou outro depende da final ida- 
de do trabalho. Assim, por exemplo, quando se preten- 
de analisar o peril 1 geral das proteinas fosforiladas em 
tirosina, qualquer uma das tecnicas acima citadas pode 
ser utilizada. Ja quando se pretende avaliar a fosfori- 
la^ao de um aminoacido de uma proteina especifica, 
usualmente se utiliza um anti cor po espedfico contra 
este aminoacido. Neste caso, tanto o 'Western blotting 
como a imunoistoqumiica e a i mu nofluor escencia sao 
relativamente discriminatives. A vantagem do Western 


blotting e que, alcm do perfil geral, o peso molecular ira 
ajudar a distinguir a proteina de interesse, consideran- 
do que muitos anticorpos possuem ligapdes cruzadas 
ou inespedficas. 

Muitas proteinas sao fosforiladas cm aminoacidos 
localizados em sequencias identicas ou semelhantes* 
sendo que, neste caso, nao ha anticorpos especificos 
apenas para uma dcstas proteinas* Neste caso, somente 
a imunoprecipitafio combi n ad a com o Wester n blotting 
e capaz de discrim mar uma destas proteinas. Para isso, 
dcvc-sc primeiro rcalizar a imunoprccipita^ao da pro¬ 
teina de interesse previamente (usando um anticorpo 
e spec id co para ela) e, em seguida, o Western blotting 
com o anticorpo contra o aminoacido fosforilado. 

Idcntificafao por Cromatografia 

A hi droll se parclal al cal in a, arida e/ou enzimatica 
de proteinas resulta na liberapao de fosfoaminoacidos. 
Se as amostras forem previamente tratadas com [pTJ, 
a detec^ao dc fosfoaminoacidos pode ser rcallzada pcla 
separate por TLC ou eletroforese em gel 1 ou 2D. 

Os fosfoaminoacidos tambem podem ser dcrivati- 
zados com reagentes cromatogcnicos ou fluorogcnicos c 
se parados, detectados e quantificados por HPLC- 

Idcntifica^ao por Espectromctria de 
Massa 

O principle deste inetodo e a detec^.ao de fosfo- 
protemas ou fosfopeptfdeos (gerados apds digestao 
por fosfatasc alcalina) pcla massa diferencial entre as 
formas fbsforilada e nao fosforilada. Sua vantagem e 
a rapidez, pois dispensa a derivatiza^ao e o uso de ra- 
diomarca^ao, 

Proteoma 

Uma forma de analise emergente e promissora para 
o esrudo da fosforila^ao de proteinas c o proteoma. Uti- 
Itza um con junto de tecnologias para separar e i dent if - 
car um grande niimero de proteinas, assim como estu- 
dar suas modifica^oes (por exemplo, iosforila^ao”, Um 
exemplo da combi na^ao das tecnicas utilizadas nesta 
forma de analise e o que segue: 

1 . Separa^ao das proteinas dc uma amostra por cletro- 

torese em gel de poliacrilamida 2D. 

2. Localiza^ao da(s) proteina(s) de interesse utilizando 

um map a proteomico. 
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3* Isolamento e hidrolsse parcial da(s) protema(s) de 
interesse. 

4. Dctec^ao, identiiica^ao e quantifica^ao de fosfoami- 
noacidos por HPLC. 

Quando Proceder a Analise de 
Proteinas Fosforiladas? 

Como descrito acima, a fosforila^ao e a desfosfori- 
la^ao estao preterites em inumeros processor biologicos. 
Assim, a associa^ao destes process os com o estado de 
fosforila^ao de determined as proteinas pode ajudar a 
explica-los. Como exemplos temos a associa^ao entre o 
estado dc fosforila^ao de enzimas e canais ionicos com 
suas atividades, a cascata dc fosfcrilafoes e desfosfori- 
la^oes dc p rote mas que ocorrcm nas vias dc sinaliza^ao 
intracetular dc hormonios c fatores dc e reset men to c in- 
fluencia de metabolitos, drogas on outros fatores nessa 
sinaliza^ao ou na atividade de proteinas quinases e/ou 
fosfatases e, port ante, no estado de fosforila^ao de sens 
subs tr at os. 

A seguir, como exemplo, sera descrita a smalizatpio 
da insulin a c a analise da fosforila^ao da Akt (ser473),. 
uma destas proteinas cnvolvida nesta sinaliza^ao, pel a 
teen tea de Western blotting* 


Ativa^ao e Modulagao do Sinai Insulsnico 


As vias dc sinaliza^ao cnvolvidas nas a^ocs metabo- 
licas da insnlina sao uma das mais con head as. A a^ao 


da insulin a na celula inicia-se pel a sua ligagao ao re¬ 
ceptor de membra na plasmatic a. Este receptor esta pre¬ 
sente ern praticamente todos os tecidos dos mamiferos, 
mas suas concentrates van am desde 40 receptorcs nos 
critrocitos circulantes ate mais dc 200*000 nas eelulas 
adiposas e hepatic as, O receptor dc insulina c uma gli- 
coprotema heterotetramerica constituida dc duas subu- 
nidadcs a c duas [3, unidas por ligates d is suite to. A su¬ 
bunidade a e inteiramente extracelular e contem o sitio 
de liga^ao da insnlina. A subunidade [3 e uma protema 
transmembrana re spoilsavel pela transmissao do sinal e 
apresenta atividade tiro si na quinase. O ATP age como 
doador de fosfatos e afosforila^ao ocorre em residues de 
tirosina. O mecanismo molecular exato da a^ao da in- 
sulina e desconhecido, mas parece depender da remo^ao 
do efeito inibitdrin da subunidade u sob re a atividade da 
subunidade |3 do sen receptor. 


A insulina induz a autofosforila^ao do receptor, au- 
mentando sua cap acid ade de ib sforilar varies substrates 
proteicos intracelulares. As subunidades (3 fosforiladas 
permitem a liga^ao e fosforila^ao de substrates para o 


receptor dc insulin a-1,2, 3 c 4 (TRS- 1 ,2, 3 c 4), protein a 
derivada de colageno com homologia ao Src (She), JAK- 
2, Vav e Gab- 1 . A fosforila^ao mediada pelo receptor 
da inicio a uma serie de eventos, inciuindo a cascata de 
rea^des de fosforila^ao e desfosforilacao que regula sens 
efeitos metabolicos e de crcscimento. 

Ha uma estreita associate entre a enzima fos- 
fatidilinositol-3-c.inase (PI-3-cinase) coni IRS-1 e 2 
apos a estimulacao com a insulina. A PI-3-cinase e 
uma enzima que contem dois sitios SH2 e urn SH3 e a 
mole cola sinalizadora ativada mais bem estudada pela 
IRS-1. E uma serina/treonina cinase e tern um papel 
importante em muitos processes celulares, inciuindo 
proliferate eelular e captacao de glicose. A molecula 
do IRS- 1 , quando fosforilada em tirosina, per mite sua 
associate ao dominio SH 2 da subunidade regulate- 
ria da Pl-3-cinase, levando a ativa^ao desta enzima. 
Esta enzima catalisa a fosforila^ao do fosfatidilinosi¬ 
tol (PI), do ib sfat id il-ino sitol-4-fosfa to (PI-4P) e do 
ib sfat id i lino si tol -4,5 -difosfato (P1-4,5P 3 ), os quais 
parecem ser requeridos para o transporte estimulado 
pela insulina. 

Variaf ao em Fun^ao do Tempo da 
Iosforilacao em Serina (473) de Akt 
Estimulada pela Insulina em Musculo 
Soleo In Vitro 

Para o isolamento dos musculos soleo s, os rates 
(140-160 g) sao sacrificados por dcslocamento cervical, 
sens musculos solcos cuidadosa c rapidamente i sola dos, 
divi didos longitudinalmcntc ao mcio, pcs ados (20-30 
mg) c pre-in cub ados cm tampao bicarbonate dc Krcbs- 
Ringer contcndo 5,6 mM dc glicosc, album ina scrica 
bovina a 1%, pH 7,4, por 30 min cm banho-maria a 
37°C, 95% 0 3 /5% C0 2 c agitato contfnua (120 rpm), 
Apos este periodo, os musculos sao tmnsferidos para 
outros frascos contendo o mesmo tampao e incub ad os 
por 0, 2 , 5, 15, 30 e 60 min, com 10 mU/mL insulina, 
nas mesmas condi^oes. Ao final da incuba^ao, os mus- 
culos sao imediatamente homogeneizados em 400 pi de 
tampao de extra^ao (100 mM de Trizma-base, pH 7,4; 
10% de SDS; 10 mM de EDTA; 100 de NaF; 100 mM 
de pirofosfato de sbdio e 10 mM de ortovanadato de 
sodio) a 100 'C. Os homogenates obtidos sao fervid os 
por 5 minutos e imediatamente colocados em gelo. Os 
extratos sao centrifugados a 12.000 rpm a 4 U C por 40 
minutes para a remo^ao do material insoluvel. Em se- 
guida, os sobrenadantes sao estocados com tampao de 
Laemmli contendo 100 mM de DTT, ate a realiza^ao 
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do Western blot ting. Outra all quota de men or volume e 
utilizada para a quantifica^ao da con cent ra^ao proteica 
de cada amostra, pelo metodo de Bradford, us an do a 
albumi n a serica bovina como padrao. 

Western Blotting com o Anticorpo 
Antifosfo-Akt (ser473) 

A scguir, tcm sc a dcscri^ao da varia^ao cm f 11119 ao 
do tempo da fosforila^ao cm serin a (473) dc Akt cstimu- 
lada pda insulina em musculo soleo. Re suit ados obser- 
vados na figura 31. L 

Setenta e einco microgram as de extrato de musculo 
soleo sao submet Idas a eletroforese em gel de poliacri- 
lamida {SDS-PAGE a 10 %). Em cada gel havera como 
padrao um marcador de peso molecular com valores es- 


tabelecidos em miosina (217 kDa), |3-galactosidase (123 
kDa), albumina de soro bovino (71 kDa) e ovo albumina 
(48 kDa). 

A transfereneia das proteinas separadas no gel e 
feita eletricamente para uma membrana de oitrocelu- 
lose por 1 bora a 120 Volts. A liga^ao inespedfica de 
proteinas na membrana de nitrocelulose e diminufda 
pela incuba^ao desta corn uma solu^ao bloqueadora 
(soluble basal - 150 mM de NaCl, 10 mM de Triz- 
ma-base e ’Tween 20 a 0,02%, acrescida de 5% de lelte 
desnatado) a temperatura ambiente por 2 boras. Estas 
mem bran as sao subs equen tem ente lavadas em solu^ao 
basal (tres vezes dc 10 min cada) e incubadas com o 
anticorpo antifosfo-Akt (ser473), diluido em solu^ao 
basal acrcscida dc 3% dc Icitc desnatado, a 4°C over¬ 
night. Segue-se a lavagem novamente e as membranas 


p < 0,01 


p < 0,001 



0 2 5 15 30 60 

Tempo de exposicao a insulina (min) 


Figura 31,1 - Variacao em fun^ao do tempo da fosforila^ao em serina (473) de Akt estimulada pela insulina em musculo 
soleo. Os musculos Ibram prc-incubados cm tampao bicarbonate dc Krebs-Ringer contendo 5,6 mM dc glicosc c albumina 
a 1%, por 30 minutos, a 37°C e 95% dc O.. Em seguida, os musculos for am i ncubados no mesmo tampao por penodtJS dc 0 
a 60 minutos com 10 rnU/mL dc insulina. Ao terrnino da incubagao, os musculos fcram imediatamente homogencizados cm 
tampao de extra^ao a 100 °C, fervidos por 5 minutos e centrifugados por 40 minutos a 12.000 rpm, a 4°C, Aliquotas de prote¬ 
inas totais dos lisados musculares (75 pg) foram submetidas a eletroforese em SDS-PAGE a 10 % e transfer! dan eletricamente 
para uma membrana de nitrocelulose. Conteudo fosfo-Akt (ser473) foi visualisado por Western blotting usando anticorpo 
cspccifico antifosfo-Akt (scr473). Os dados cstao mostrados como media ± EPM dc tres experimentos. Uma autorradiografia 
representativa tambem e mo s trad a. (Cortesia do Dr. Sandro Mas sao Hirabara.) 
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sao, entao, incub adas com anticorpo secundario conju- 
gado com peroxidase cm solu^ao basal acre sc id a de 1% 
de leite desnatado por 1 bora a temper at Lira ambiente. 
Em seguida, as membranas sao mats uma vez lavadas 
e processadas para rea<;ao de quimioluminescencia e 
visualiza^ao das band as reativas. A intensidade das 
bandas e quantificada por densitometria optica nas au¬ 
to rr ad log rafi as. 

Diferen^as estatisticamente significativas cntre os 
grupos sao an alls ad as pclo teste de Tukey, one-way 
analysis of variance. O nivd de signiflcancia e determ i- 
nado em p < 0,05. 
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32. Detec£ao de Proteinas S-Nitrosiladas 


Lutz Claudio Godoy 
Heraldo Possolo de Souza 


Introdu^ao 

A forma^ao de nitrosotiois proteicos, produtos da 
intera^ao entre oxido nitrico (NO), ou esp6ci.es dele de- 
rivadas, c grupos tios (-SH) proteicos, represent a um 
me can ism o importante de modifica^ao pos-traducional 
de protein as envolvida s na transdufao de sinal. O NO 
c produzido por quase todos os tipos cclu lares c inte- 
rage com divers as vias dc sinaliza^ao. Sua a$ao sohre 
tiois proteicos, ao lado de sua eapacidade de reagir com 
centres metalicos, propicia uma moldura adequada para 
explicar sens multiples eteitos, 

O NO pode oxidar, nitrar ou nitrosilar proteinas. 
Nitraqao refere-se a ligagao de nitrite (NO.) a um re¬ 
sidue de tiros in a ou, menos frequentemente, triptofa- 
no. Nitrosrla^ao, por outre lado T consists na liga^ae de 
NO a um metal de transi^ao ou grupo tiol, geralmente 
em um residue de cistema (S-nitrosila^ao). A nitraqao 
e um processo irreversivel que pode ser responsavel por 
eieitos nocivos do NO, diterentemente da nitrosila^ao, 
que c uma altera^ao reveravel envolvida na sinalizayao 
cclu lar. Reafoes dc nitrosilagao dc grupos tiois ou me¬ 
tals de translate podeni levar tante a ativa^ao quanto a 
desativagao dc proteinas* 

Enquanto modifica^ocs pos-traducionais mais classi- 
cas, come a fosforilapao e a acetila^ao, dependem de en- 
zimas, a nitrosila^ao e, ao menos em parte, um processo 
nao enzimatico* O faror que parccc medlar a nitres Llacao 
e, na verdade, o ambiente redox intracclular. Alcm dis- 
so, da mesma maneira que a fosforila^ao e revert id a por 
desfosforilafao, a nitrosila^ao o e por denitrosila^ao. Mais 
uma vex, porem, distintamente da dcsfosforila^ao, a deni- 
trosila^ao ocorre de modo nao enzimatico, em fun^ao da 
sensibilidade das ligapoes S-NO e metal-NO ao equili- 
brio redox. Uma variedadc dc fatores, incluindo metals de 
transi^ao, agentes redutores, mudan^as dc pH c p0 2 e luz 
ultravioleta (UV) pode levar a perda das liga^oes S-NO e/ 


cm metal-NO. Assim, a denitrosila^ao pode simplesmente 
ocorrcr devido a altera^ocs no ambiente redox. 

A bioquimica envolvida na formacao de nitrosotiois 
em ambiente hsiologico ainda nao esta completamente 
esclarecida. S-nitrosotiois (S-NO) podem ser form ados 
pel a inter a £ao com (Fig. 32.1): 

1 . Oxidantcs (corao oxigenio molecular e superoxide), 
via formacao intermediaria dc oxidos de nitrogenio 
(como dioxide de nitrogenio, trioxido de dinitroge¬ 
nio c peroxinitrito)* 

2 . Tiois reduzidos, via formacao de um radical inter- 
mediario RSXOH. 

3. Centres metalicos (como cobre ou ierro) tanto ope- 
rando como ca tali sad ores como atraves cl a gerapao 
do cation nitrosonio* 

Um dado importante e o fato dc essas rca^oes ocor- 
rerem, com maior probabilidade, nas proximidades do 
local em que o NO e produzido. Dessa forma, a nitrosi- 
la^ao prate tea e de pendente da formacao e colocal iza^ao 
de tiois reduzidos, NO e sc us equivalentes no ambiente 
intracclular. Por cxemplo, as rea^oes elitre NO e O , sao 
aceleradas 300 vezes nas membranas lipidicas, levando 
a produ^ao aumentada de equivalentes de NO% NO, e 
NXX* Assim, proteinas i user id as na membrana sao alvos 
provavcis da S-nitre si la^ao mediada por NO, c N.,O r 

Apesar de ocorrer de forma nao enzimatica, a S-ni- 
trosila^ao e has tante e specific a, ten do como alvo re si- 
duos dc cistema com caracteristicas unicas. O confina- 
mento da geiagao de NO e seus alvos em um mesmo 
com parti mento subcelular, conforme discutido acini a, 
c um mccanismo que conferc cspccificidadc a rca^ao dc 
-nitrosila^ao c, assim, a localiza^ao subcelular pode 
defrnir se residues de cistema em uma proteina podem 
ser alvo de S - nit ros ila^ao ou nao. A compartimenta- 
liza^ao subcelular e um mccanismo ncccssario, por cm 
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nao suficiente, para con fedr especificidade as reaches de 
S-nitrosila^ao, Fstao descritas sequendas de aminoaci- 
dos que facilitam a ocorrencia dessa rea^ao. A presenfa 
de um ami noadd o basico (lisina, arginina ou histidina) 
e um acido (aspartato ou glutamato) ladeando o residuo 
de cistelna parece favorecer a S-nitrosila^ao. Essa dis- 
posicao dos a mi noacid os pode ocorrcr tanto na e strut li¬ 
ra prim aria da protein a quanto na terciana. 

Um fenomeno ainda pouco explorado e o fa to de a 
forma^ao de S-NO tambem poder ocorrer por transn i- 
trosila^ao, na qual grupamentos NO sao diretamente 
transferidos de um tiol para outro, Algumas enzimas, 
conio a recem-descrita nitrosoglutationa redutase, sao 
capazes de catalisar essa reacao. 


Tecnicas para Detecf ao de Proteinas 
S-Nitrosiladas 

As baixas concentrates c a instabilidade da liga^ao 
S-NO faz com quc a dctcc^ao de proteinas nitrosiladas 
em si sternas bilogicos seja uma tarefa complexa. Cad a 
metodo tern suas limitaqbes, e nenhum deles pode ser 
consider ado incontestavel. Assirn, e reco mend ado que 
as me did as de S-nitrosila^ao sejam confirm adas usan- 
do-se pelo me nos dois me to dos distintos. Alem disso, 
uma vez que as ligardes S-NO e metal-NO sao sensi- 
veis as va Haloes redox, deve-se to mar grande cuidado 
durante a prepara^ao das amostras, de mode a evitar 
perda e/ou gam ho de 1i gardes S-NO e metal-NO como 
consequent a de artefatos tecnicos. 

As tecnicas usadas para a detec^ao de S-nitrosila- 
^ao endogena baseiam-se nas propriedades do liga^ao 
S-NO e em diferentes principios (Fig. 32.2): 

1 . Detee^ao direta da liga^ao S-NO por meio de anti- 
corpos an tinitrosoci sterna. 

2 . Dcrivatiza^ao bascada na troca dos grupamentos 
S-NO por S-biotina* 

3. Detec^ao do NO liber ado de proteinas apos a redu- 
^ao do grupamento S-NO com HgCl,, seja por qui¬ 
nt ioluniiticsccncia seja por cspcctromctria de massa, 

4. Dctcc^ao dc oxides de nitrogenio por absorb an- 
da (reacao de Griess) ou fiuorescencia (reacao corn 
2,3-diaminonaftaleno - DAN). 

Todos os metodo s citados acima tem vantage ns e 
desvantagens. A reacao de Griess (metodo de Saville) 
pode ser us ad a para a quantificaqao indireta de nitro¬ 
sotiois. O NO, formado a partir do NO e quantificado 
com base em curva-padrao. A concentra^ao de nitro¬ 


sotiois e calculada considerando-se o aumento na Id- 
tura de absorb an da a 545 nm quando as am ostras sao 
tratadas com HgCl 2 , que decompoe especificamente as 
ligacoes S-NO. Embora o ensaio seja de facil execu^ao, 
sofre grande interfere ncla de agentes redutores. 

Nos ensaios com DAN e DAF-2, as proteinas S-ni- 
trosiladas sao tratadas com HgCl„ de modo a liberar NO 
dos nitrosotois. O NO livre reage com DAN ou DAF-2 
gerando produtos fluorescentes. O grau de fiuorescencia 
e proporcional a quantidade de NO liberada em cada 
amostra. Este ensaio e menos sensrvel do que o de redu¬ 
ce q uirn ica/q u imiolu in me scencia, mas tem a vantagem 
de prescindir de um analisador de NO (Sievers). 

A imunodetecqao de nitrosotiois tern sido realized a 
com urn antissoro produzido em coelhos contra S-nitro- 
socisteina, dispomvel comercialmente. Entretanto, al- 
guns problemas podem advir da instabilidade do sftio de 
liga^ao destes anticorpos, ou seja, os nitrosotiois. Tem-se 
relatado, por exemplo, que este antissoro pode eventual- 
inente detectar tiois nao modificados. Portanto, controles 
apropriados devem ser adotados para se assegurar a espe- 
cificidadc das marca^oes em ensaios de imunofluorescem 
da, imunoisto/citoquimica e. Western Molting. 

Alem dos metodo s citados, a nitrosila^ao dc m eta is 
pode ser cstudada apos imunoprecipita^ao cm proteinas 
quc contcm grupos metal icos, Para is so, tem-se utili- 
zado cspcctromctria dc absorbancia (UV-visivel) ou rc- 
nossancia paramagnctica eletronica (EPR), 

A seguir, desareveremos, com mais detalhcs, os mc- 
todos mais rcccntcs c mais cspccificos utilizados para o 
cstudo de proteinas S-nitrosiladas in vitro . 

Biotin Switch 

A tccnica dc biotin suntch bascia-se na m a reacao 
de proteinas com biotina c specific a me arc nas cistefnas 
S-nitrosiladas. No prime!ro passo, tiois livres sao blo- 
queados pel a incuba^ao com um agentc mctil tiol ante 
(rn etilme tanoti os s u 1 fato, MMTS ou N-etilmaleimida, 
NEM) que nao re age com nitrosotiois ou pontes dis- 
sulfeto preexistentes. Em seguida, os nitrosotiois sao 
reduzidos a tiois corn ascorbato e entao estes tiois rea¬ 
gent com agentes que biotin darn especificamente grupos 
s ulfid rila,, como N - [6 - (bio tin amido)hexil] -3 - (2 -pirid i i- 
ditio) propionamida (biotina-HPDP) ou N-{3-maleimi- 
dilpropionil) biocitina (MPB). As proteinas ma read as 
podem, assirn, ser purificadas usando-se estreptavidina 
imobilizada e/ou e stud ad a por Western blotting com anti- 
corpos antibiotina, O protocolo aqui apresentado e uma 
versao modificada do originalmente proposto por Jaffrey 
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Diretamente Biotin switch. 

An £ tcorpo antinitrosocistema 
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Hgura 32.2- Metodos para a detec^ao de proteinas nitrosiladas. 
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e Snyder (2001). As modifica^oes con si stem basicamen- 
te no acoplamento de algumas etapas (como e o caso da 
lise celular associada ao bloqueio dos tiois livres, que 
no protocol o original c teito separadamente), dc mo do a 
possiblitar a rcaltza^ao da tecnica cm me nor tempo* 

Material 

PBS + neocuproina + EDTA (mantcr a 4°C) 


EDTA 


1 mM 

Neocuprofna 


0,1 mM 

PBS 


q.s.p* 1 L 

HEN “super” 
HEPES 


250 mM 

EDTA 


1 mM 

Neocuprofna 


0,1 mM 

jr* 

Agua destilada 


q.s.p. 1 L 

HEN 

HEPES 


25 mM 

EDTA 


1 mM 

Neocuprofna 


0,1 mM 

** 

Agua destilada 


q.s.p. 1 L 

Tampao de lise (preparar iin 

icdi atamentc antes do uso) 

CHAPS 

0,5% 

500 pL dc uma solu^ao- 

SDS 

1 % 

-cstoque a 1.0% 

1 ml de uma solu^ao- 

NEM 

20 mM 

-estoque a 10% 

HEN “super” 


q.s.p. 10 mL 

HENS “super" 

SDS 

1 % 

4 mL dc uma solu^ao- 

HEN “super” 


-estoque a 25% 
q.s*p* 100 mL 

HENS 

SDS 

1 % 

4 mL de uma solu^ao- 

HEN 


-estoque a 25% 
q.s.p* 100 mL 


A§corbato (preparar imediatamente antes do uso) 

Ascorbato dc sbdio 100 mM cm IIEN “super” 

MPB 

MPB a 500 pM cm HEN “super* 

Amostras 

Amostras proteicas podem ser obtidas de bomoge- 
nados de tecido ou celulas em cult ura. Protein as puri- 


ficadas tambem podem ser sub met id as a tecnica, desde 
que estejam auselites tiois contaminantes de baixo peso 
molecular, como 2-mercaptoetanol, DTT ou GSH. No 
caso de protein as purificadas, estas dev cm ser dialisa- 
das contra tampao HEN. Todos os procedimentos ate o 
termino da etapa 6 do protocolo abaixo devem ser rea- 
lizadas evitando-se exposi^ao das amostras a luz. 

S-Nitrosilapao In Vitro 

O estudo de amostras proteicas expostas a do ado¬ 
res de NO in vitro pode ser teito paralelamente ao de 
protein as nitrosiladas por processes endogenos. Varios 
doadorcs dc NOestaodispomveiscomercialmente, como 
S - nit rose glut atio n a (G SNO), S -n itr o so -N -ace t i Ipc ni ci- 
lamina (SNAP) e l-[2 -(2-ami noetil)-N-(2-arnonioetil) 

aminojdrazen-l-ium, 2-diolato (DETA NONOato). 

>*• 

E recomend a vel que a concentra^ao de doador de 
NO fique em tor no de 1 pM, por se aproximar mais 
das condi^oes dsiologicas e neon trad as em urn organis- 
mo. A inclusao dc um controlc negativo na forma dc 
um doador dc NO inativo dc NO tambem c aconsc- 
ihavcl. Quando o doador dc NO c GSNO, por exem- 
plo, este contiole pode ser feito com GSTT na mesma 
con centra^ao, 

A exposi^ao ao doador de NO pode ser feita em tem- 
peratura ambiente ou a 37°C* Contudo, deve-se observar 
que cada doador de NO possui uma emetic a de libera<pio 
de NO dilerente, de pendente de temperatura, pTl etc. 

Biotinilafao de Protemas S-nitrosiladas 

Obs: O protocolo que segue foi dcscnvolvido para 
celulas dc cultura. Porcm, uma vcz que sc tenha um 
extrato proteico proveniente de bomogenado de tecido 
ou proteina purificada, as etapas do procedi mento sao 
facilmente adaptaveis. 

1. Lavar as celulas de 5 placas (60 mm) de cultura tres 
vezes banhando-as com PBS-EDTA-neocuprofna 
cm agitador a 4°C por 5 mini:tos, 

2. Lisc/bloqucio: adicionar 200 pL dc tampao dc lise, 
raspar as celulas e transferor o material para tubos de 
microcentnfuga; incubar por 30 minutos a 4'C em 
agitador* 

3. Remo^ao do exeesso de NEM: adicionar duas partes 
de acetona gelada para cada parte de lisado e man- 
ter a -20°C por 20 minutos; centrifugal a 14*000* g , 
4°C por 10 minutos. 
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4. Descartar o sobrenadante e ressuspender o pred- 
pi tado em 200 [iL de HENS “super”, desfazendo o 
precipitado por pipetagens sucessivas. 

5. Determinar a concentra^ao proteica por metodo 
compativel coin os reagentes do tampao de lise 
(exemplo, Lowry). 

6. Separar 200 pg de protema em urn volume de 400 
pL dc HENS Li super” e adicionar 50 pL de ascor- 
bato 100 mM (concentra^ao final: 10 mM) c 50 
pL de MPB 500 pM (concentra^ao filial 50 pM). 
Tncubar por 1 li em temperatnra ambiente, 

7. Remofao do excesso de MPB: adicionar duas par¬ 
tes de acetona gel ad a para cad a parte da prepara^iio 
e man ter a -20°C por 20 minutos; centrifugar a 
14000 x g y 4°C por 10 minutos, 

8. De scar tar o sobrenadante e ressuspender o precipi- 
tado cm 200 pL dc HENS. 

9. Determinar a concentrate proteica por meto¬ 
do compativel com os componentes do tampao 
(exemplo, Lowry), 

Ao final do metodo, tem-se um extrato proteico 
no qual todas as protefnas inidalmente nkrosiladas 
encontram-se marcadas com biotina, Dc acordo com 
o objetivo da investiga^ao, podem-se realizar diteren- 
tes tip os de an a lise posterior. Como exemplo, pode-se 
anaiisar o extrato total (ou mesmo protein as imunopre- 
cipitadas destes extratos) por Western blotting, usando- 
-se antieorpo anti-biotina-IIRP ou diretamente com 
um conjugado de estreptavidina-peroxidase. 

Controles 

A [guns controles sao fundamentals para a certifi¬ 
cate an de que a tecnica do biotin switch esta operando 
corretamente. Acima, ja foi cicada a utiiiza^ao de do- 
adores inatives de NO quando se fazem ensaios com 
cxposipao a doadorcs dc NO. Alem disso, a supressao 
do agente biotinilador (como o MPB, ncstc protocolo) 
e do ascorbato pode ajudar a distinguir entre protefnas 
bintiniladas endogenamente e as marcadas pela tecni¬ 
ca. Finalmente, a confirma^ao de que o sinal de S-ni- 
trosila^ao endogena e realmente devido a atividade da 
NO sintase pode scr obtida quando sc utiliza material 
proveniente dc animais knockout para csta enzima, ou 
utilizando-se i nib i do res da sfntese de NO T como L- 

NAME, L-NMA, 1.400W c outros. 


Redu^ao/Qiiimioluminescencia 

No ensaio dc rcdiyao quimica/quimiolumincsccn- 
cia, o NO c libera do dc protefnas S-nitrosiladas usan- 
do-se agentes re du tores, como o HgCl r O NO liber ado 
reage com o oxigenio dissolvido e forma o produto es- 
tavcl NO,, Quando as amostras sao tratadas com lode to 
dc potassio (Kl) cm acido acctico, o NO, c novamente 
reduzido a NO, Uma vez que a amostra c injetada no 
a rial is a dor, o cor re a rea^ao do NO com ozonio, o que 
gera a quimiolumine&cenda detec t ad a pelo aparelho. 
Este ensaioeomais adequado para a detect ao de nfveis 
baixos de nitrosila^ao, Ent retan to, possui duas l imita- 
£oes: o equipamento (analisador de NO Sievers) nao 
esta dispomvel na maioria dos lab oratorios e a me to do¬ 
ing ia e aplicavel somente no estudo de protefnas purifi- 
cadas + O protocolo a seguir e o sugerido por Man nick e 
Schonhoff (2004). 

Material 

- Cclulas express a ndo a protein a dc intcrcssc. 

- PBS. 

- Tampao dc lise (manter a 4"C): 

NaCl a 150 mM; 

NP-40 a 1% (v/v); 

Tris-I I Cl a 50 m M, pH 8,0; 

lnibidores de protease: leupeptinalO pg/niL, 
aprotinina 5 pg/mL, PMSL 1 mM. 

- Protema A ou G conjugadas a Sepb arose 2 mg/ 
mL, 

- Soro normal de coelho 0,4 pg/mL. 

- Antieorpo contra a protein a dc intcrcssc c antieorpo 
controle de mesmo isotipo. 

- Tampao dc lise high salt (manter cm gelo); 

NaCl a 500 mM; 

NP-40 a 1% (v/v); 

Tris-HCl pH 8,0. 

Adicionar no momento de usar: NEM ImM (de 
uma solu^ao e sto que 100m M em etanol) e lnibidores 
c protease 

- PBS contendo 1 mM de EDTA. 

- Tampao de amostra para SDS-PAGE. 

- Tampao gliclna para elui^ao: glicina 100 mM, pH 
3,0 (aquecer a solu^ao a 95°C cm tubo fcchado por 
2 h, para diminuir a contaminate por nitrito, c cn- 
tao resfriar a 4°C para utiliza-la). 
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- Albumina scrica bovina (RSA), 

- Acido acetico glacial, 

- Gas helio on argonio. 

- Agente autie spurn ante diluido 1:30 em agua gela- 
da. 

- HgCl, a 100 mM 

- NaNO r 

Prcparafao do Lisado Celular 

1. Coletar 1 x 10 celulas (o numero de celulas depen- 
dcra do nivel dc expressao da proteina dc in ter esse), 
centrifuga-las (10 minutos a 4°C, 30Qx£) e descar- 
tar o sobrenadante. Ressuspender em PBS gelado e 
lavar por meio de nova eentrifugaqao. 

2. Lisar o sedimento celular coin 1,0 a 1,5 mL de 
tampao de lisc contcrdo os inibidores dc protease 
recem-diluido s* Incubar os lisado s a 4"C abrigados 
da lux sob agita^ao por 30 minutos. Enquanto isso, 
preparar os heads para a irnunoprecipitapao (Etapa 

4). 

3* Remover o debris insoluvcl dos lisados ccnrrifugan- 
do por 10 minutos a 4”C, 14.000* Em banho dc 
gelo, dividir os sobreuadantes em duas partes igual s 
em tub os de microcentrifuga e mante-los no escuro 
ate que os beads cstejam prontos. Nao delxar no gelo 
por mais que 30 minutos. 

Preparamo dos beads 

Obs: Esta etapa garante que proteinas que reagent 
ine specific am ente com os beads usados na imunopre- 
cipitaqao sejam ell min ad as do processo. 

4. Ressuspender 0,5 mL da suspensao de protema 
A(G)-Sepharose eru 0,5 mL de Lise cm tubos dc 
1,5 mL em banho de gelo. Apos a sedimenta^ao dos 
heads y remover o sobrenadante. Rcpctir cstc procc- 
dimento tres vezes. Ressuspender os beads num vo¬ 
lume de tampao de lise igual ao volume dos beads . 
Incubar 50 pL da suspensao dc beads com 50 pL 
do soro de coelho mais 300 pL de tampao de lise a 
4°C, sob agitagao por 30 minutos. Centrifugar por 
2 a 3 s em microcentrifuga, remover o sobrenadante 
e ressuspender os sedimento cm 1 mL dc tampao 
de lise. Centrifugar novum ente por 2 a 3 s e de scar- 
tar o sobrenadante, Rcpctir cstas lavage ns tres vezes. 
Apos a ultima lavagem, ressuspender os beads em 50 
pL de tampao de lise. 


5. Adi cion ar 25 pL da suspensao de beads assim lavada 
a cada una das duas altquotas de lisado preparado 
na etapa 3, Incubar sob agita^ao por 2 boras a 4 lt C 
no escuro, agitando. 

6. Centrifugar por 2 a 3 s em microcentrifuga e trans¬ 
feror os sobrenadante? para tubos em banho de gelo, 
de scar tan do os beads. 

hmmoprecipitacdo da protema de inter esse 

7. Adidonar a quant idade ad equ ad a d c a nti co rp o con - 
tra a proteina a scr i sol ad a a urn a das aliquot as dc 
lisado e, a outra, igual quant idade de a nti cor po con- 
trole de mesmo isotipo. Incubar overnight no escuro 
a 4°C sob agitato, 

8. Dcpois da incuba^ao, adicionar 50 pL dc suspensao 
dc proteina A (G)-Scpharosc a cada tubo c incubar 
por 2 boras no escuro a 4°C sob agita^ao. 

9. Centrifugar por 2 a 3 s cm microcentrifuga, remo¬ 
ver o sobrenadante e lavar os beads quatro vezes por 
centrifugal ao com 1 mL de tampao dc lisc high 
salty senipre dcscartando o sobrenadante, Dcpois da 
quarta lavagem, ressuspender os heads em l mL de 
tampao de lise high salt . 

10. Transferir 100 pi, de cada suspensao de imunopne- 
cipitado para um novo tubo, adicionar 900 pL de 
PBS contcndo EDTA 1 mM. Recuperar os beads 
apos centrifugar cm microcentrifuga por 2 a 3 s, des- 
cartando o sobrenadante. 

11. Adicionar 1 volume (aproxi madam ente 25 pL) de tam¬ 
pao de amostra duas vezes (SDS-PAGE) a cada tubo 
e incubar por 3 a 5 minutos em banho de agua fervente 
(cstas amostras scrao us ad as para analise cm geis pos- 
teriormente cor ados por impregna^ao com prat a). 

12. Centrifugar os 900 pL restantes de imunoprecipi- 
tado da etapa 10 por 2 a 3 s em microcentrifuga. 
Descar tar o sobrenadante. 

13. Eluir os complexes antigcno-anticorpo dos beads 
adicionando 70 pL do tampao glidna para elui^ao 
e in cub an do por 10 minutos no escuro em banho de 
gelo. 

14. Centrifugar em microcentrifuga por 2 a 3 s e transfe¬ 
rir o sobrenadante contcndo as proteinas cluidas para 
outro tubo em banho de gelo no escuro. Repair a cta- 
pa 13 mais duas vezes e juntar o eluato ao coletado 
ante riormente. Ar m aze n ar o s pools (ap roximadam ente 
210 pL) a -8Q°C por ate uma semana ate o momento 
do ensaio de reduqao quimica/quimioluminescenda. 
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Andlise dos imunoprecipitados par co/oraf do com 

prata 

15. Preparar om a dilui^ao serlada (cobrindo de 500 ng 
a 4 ng) a parti r de unia cone entrap ao conhecida da 
protema de interesse em PBS, Se preparatories puri- 
ficadas da proteina de interesse nao estiverem dispo- 
mVeis, realizar o procedi men to com RSA. Adicionar 
igual volume de tampao de amostra dtias a cad a di- 
lui^ao c aquecer em banlio dc agua fervente, 

16. Carregai as amostras contendo 1/10 de. cada imu- 
noprecipitado (etapa 11) e as diluicoes seriadas da 
protein a-padrao (item anterior) cm gel de poliacri- 
kmida c separar as protcinas por SDS-PAGE. 

17. Corar os geis por impregnapao com prata, Deter- 
minar a quantidade de protema em cada imunopre- 
cipitado comparand© a intensidade das ban das no 
imunoprccipitado com a das bandas correspondent 
do as eonccntra^ocs conhccidas da protema padrao* 
Vcrificar, ainda, a present a de protcinas contami- 
nantes nos imunoprecipitados* E importance para as 
me did as de nitrosila^ao que a pro tern a de interesse 
seja virtual men te a unica protema precipitada pel© 
seu anticorpo especifico, e nao pelo anticorpo con- 
trole. 

Ensaio de redufdo quimica/quimioluminescencia 

18. Pipe tar 5 mL de acido acetico glacial no purge ves¬ 
sel do analisador de NO* Borbulhar com argon io ou 
helio por alguns minutos, de acordo com as ins tru¬ 
ces da se^ao de redufao de nitrite do manual de 
operate do equipamento. 

19. Adicionar 1 mL da solu^ao de KT ao purge vessel e 
deixar borbulhar por mais alguns minutos, Adicio¬ 
nar 100 mL do agente antie spurn ante ao purge vessel. 
Fechar o si sterna e permitir que a leitura basal se 
e stabilize. 

20. Para a curva-padrao. fazer dilutees seriadas de 
NaNO. em agua (1 pM a 15 pM). lntroduzir 50 pL 
do primeiro padrao na camara de rea^ao do analisa- 
dor de NO usanclo uma seringa Hamilton, confor¬ 
ms a describe do manual do aparelho. O sistema 
registrar a o NO liber ado de cada amostra a me did a 
que o sinal de quimioluminescencia e medido no 
eixo y versus o tempo pelo qua! o sinal e medido no 
eixo x. A area sob cada curva e oronorcional a auan- 


analisador para gerar a curva-padrao, que sera usada 
para cakular a concentra^ao de NO nas amostras 
subsequentes. 

21, Dividir cada amostra de eluato contendo o corn pie - 
xo antigeno/anticorpo (etapa 14) em duas aliquotas 
iguais. Adicionar HgCl 2 100 mM a uma das aiiquo- 
tas de modo a obter uma concentrate* final de 2,2 
mM e incubar por 10 minutos em temperatura am- 
brente, no escuro. 

22, lntroduzir 50 pL de cada amostra na camara de 
rea^ao usando seringa Hamilton. O analisador re¬ 
gistrar a o sinal de quimioluminescencia de NO de 
cada amostra. O comando Calculate Concentrations 
do analisador e entao usado para calcular a concen¬ 
trate NO de cada amostra. O sinal de NO das 
amostras nao tratadas com ITgC1-,e gerado pelo ni- 
trite ja p re sente nas amostras {background), O air¬ 
men to no sinal de NO em rela^ao ao background nas 
amostras tratadas com HgCl, e o sinal especifico de 
S-nitrosila^ao. 


Uma vez que o analisador de NO (Sievers) citado no 
pro to col o anterior nao esta disponfvel em todos os labo¬ 
ratories, uma alternativa e apresentada a seguir. Neste 
ensaio, o DAN (2,3-diamino naftaleno) re age com o 
NO liber ado das ligates SNO por tratamento com 
HgCl, form an do um produto fluorescente. A intensi¬ 
dade de fluore seen cia do DAN e proporcional a quan¬ 
tidade de SNO em cada amostra. A desvantagem do 
ensaio com DAN e a baixa sensibilidade se comparada 
com o ensaio de redu^ao quimica/quimioluminescen- 
cia, Assim, protein as endogenamente nitrosiladas que 
sejam instave is ou nao muito abundantes podem nao ser 
detect ad as por meio deste ensaio. O protoe olo a seguir e 
o sugerido por Mannick e Schonhoff (2004). 


— DAN a 10 mM em dimetilformamida (DMF) ou 
dimetilsulfoxido (DMSO) (armazenar a —20°C). 

— HgQ 2 a 10 mM em agua, 

— NaOH a 1 N. 

L Imunoprccipitar a protefna dc interesse con forme 
dcscrito no protocolo anterior c analisar os imuno- 


Ensaio com DAN 


Material 
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duas al(quotas iguais, A uma delas adicionar DAN 
na concentra^ao final de 100 pM; a outra, adicionar 
I TgCl 2 na concentrafao final de 100 pM e DAN, 
tambem a 100 pM final, Incubar as amostras no es- 
curo por 30 minutos em temperature ambiente sob 
agita^ao moderada. 

3. A cad a amostra, adicionar NaOH na conceiitracao 
final de 0,1 N. 

4. Medir a intensidade de duo re scene ia em flnorime- 
tro com excita^ao de 375 nm e detectao a 450 mm 

5. Subrrair a intensidadc dc flu ores cencia gc rada nas 
amostras cm ausenda dc HgCl, (background) dos 
valorcs me didos nas amostras tratadas com HgCl 2 
para deter minar a fluorescencia cspecific am ente gc¬ 
rada por S- NO cm cad a amostra. Fazcr uma curva- 
-padrao usando concentrates conhecidas de prote- 
fnas nitrosiladas in vitro on GSWO. 
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33. Analise de Fosfopeptideos e 
Fosfoaminoacidos em Cromatografia de 

Camada Delgada (TLC) 

Likia Rossetti Lopes 


o mapeamento de peptldeos perm ire ao i nvesti- 
gador estudar a fosfcrila^ao dc lima protefna de late¬ 
re s sc a a celula. Podc scr utilizado para a deter mi na^ao 
do numero de fifties de fosforila^ao em uma protefna, a 
estoquiometria dc fosforila^ao dc determinados sitios c 
para deduzir a identidade das possfveis cinases cnvolvi- 
das. Adicionalmente, o estudo comparative de mapas 
de pep tide os permite a identifica^ao de quantidades mi¬ 
ni mas de fosfoproteinas. 

No mapeamento dc protclnas cm duas dimcnsocs 
(2D) a protefna de interesse e marc ad. a com p 2 P] e dige- 
rida com proteases ou reagentes qufmicos. Os peptldeos 
resultantes sao separados cm duas dimcnsocs em p lac as 
dc cromatografia dc camada delgada por clctroforesc 
(primeira dimensao) seguida de cromatografia (segunda 
dimen sao). Os peptldeos radiativos sao entao visual iza- 
dos por expos i 92.0 da me mb ran a em uni filme de refie- 
xao para visualiza^ao dos residues fosforikdos. 

Esta tecnica e vantajosa por ser extremamente sen- 
sivel (funcion a com poucas centenas de desintegra^bes 
por minuto de protein a marcada), Peptldeos podem ser 

isolados da camada de celulose e utilizados para a de- 

/ 

terminable de a mine acido s. E, port auto, um sequen- 
ciamento ami noterm in aL 

Marcando Pro tern as In Vivo e In Vitro 

A tccnica dc analise dc peptldeos depende da vi- 
sualiza^ao dos fosfopeptideos ou fosfoaminoacidos gc- 
rados por autorradiografia. O uso de p 2 P] ortofosfato 
permite a analise de quantidades nauito pequenas de 
protclnas. As protein as podetn scr marcadas in vivo por 
meio da incuba^ao das celulas com [ 32 P] ortofosfato ou 
incubando-se com a protefna cinase e na presenpa de 
y-[ 32 P]/-ATR Para a marea^ao in vivo , as celulas po¬ 
dem ser incubadas com 2 mCi [ 32 PJ por mL em meio 
sem fbsfato. A remo^ao clo fosfato da amostra pode ser 
obtida por meio de dialise em tampao salina-Tris. Nor¬ 


mal mente, 4 boras de incubaqao com fosfato radiativo e 
suficicntc para marcar as amostras. Apos a marca^ao, as 
celulas sao lavadas com Iris ou tampao fosfato gel ado, 
para a remoqao de P 2 P] ortofosfato residual. As celulas 
sao entao lisadas cm tampao a 4°C. A protefna podc scr 
purificada por imunop rccipitaqao ou SDS-PAGE, 

Deve-se lembrar que grandes quantidades de [ 32 P] 
ortofosfato sao utilizadas neste estudo para marcar as 
protefnas c que, portanto, dcvc-sc proteger o pesquisa- 
dor adequadamente da radia^ao rcsultantc, 

Para o estudo de fatores de crescimento ou ativa- 
dores de protefna cinase na fosforila^ao de protemas, as 
celulas sao m ant id as cm meio com baixas concentrates 
dc soro (0,1-1%) c estes fatores sao adicionados no final 
da incub a^ao com ortofosfato radiativo. 


Digestao de Protemas Marcadas com 
Fosfato Radiativo Precipitadas com 
Acido Tricloroacetico 


Antes do mapeamento de protefnas, estasgeralmen- 


tc foram submetidas a um SDS-PAGE. Podem ser usa- 
das duas estrategias para recuperar a protefna do gel. A 
protefna pode ser elufda do gel e precipitada com acido 
tricloacetico (TCA) ou acetona e oxidada antes da di¬ 
gestao (protocolo 1, cxcmplo 1), Uma outra alternativa c 
transfer! r por clctroforesc as protclnas ox id ad as para uma 
mernbrana (celulose, nailon e membrana hidrofobica de 


difluoreto de polivinilideno, PVDF) e entao sub mete - 
las a digestao enquanto cstiverem ligadas a mernbrana 
(protocolos 4 e 5, exemplo 2). A digestao de protefnas 
utilizando este metodo e rapid a e as perdas sao minim as. 
E precise analisar a solubilidade da sua amostra, visto 
que a recupera^ao de protefnas hidrofobicas sera muito 
pequena. Porem, como estas protefnas estao fosfoforila- 
das, a mobilidade provocada pela adicao do fosfato torn a 
possivel sua analise por este ultimo metodo. 
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Eluifao das Proteinas do Gel de 
Poliacrilamida 

Apos a clctroforcsc, o gel deve scr scco (protocolo 
1 )* O gel tambem podc ser corado c fixado. A proteina 
deve ser localizada por autorradiografia, e em seguida 
o peda^o de gel correspondente e macerado com tam- 
pao dc bicarbonato contcndo sulfato dc sodio dodccila 
(SDS), A protein a e entao eluida em duas etapas, de 
aproximadamente 90 minutes de durable. Uma destas 
etapas podc ser feita overnight (16 boras), 

Os cluatos sac entao ccntrifugados para climina- 
^ao de residues de gel e outras impurezas, em seguida 
as proteinas sao precipitadas com acido tricloroacetico 
(TCA). A adi^ao dc RNasc elimina acido ribonuclei- 
co (RNA) contaminante. Pode-se tambem prccipitar 
as proteinas corn 4 volumes de ace to mi conservada a 
- 20 °C + A proteina c obtida por meio da precipita^ao do 
eluato por TCA e nao por liohhza^ao devido a presen 9 a 
de SDS no eluato. Este SDS e removido durante a pre¬ 
cipitate. O sedimento obtido na precipitafao por TCA 
e normalmente pouco visivel. A amostra e entao lavada 
com etanol e a proteina precipitada, apaiece como um 
pontinho branco. Esta proteina podc scr digerida on hi- 
drolisada. 

Protocolo 1: Elui^ao de Proteinas de 
SDS-PAGEGeis 

1. Separate das proteinas por SDS-PAGE, secagem 
do gel. Marcar as b or das do gel com uma caneta 
fluoresce nte. 

2. Expor o gel a um ill me de raios X, alinhando os mar- 
c ado res do gel com sua respectiva imagem no filme. 

G ramp car o gel com o filme* 

3. Identifiqar e cortar as bandas de proteina com uma 
lamina, 

4. Reidratar o gel utilizando 400 pL de tampao a 50 
mmol/L de bicarbonato de amonia de pH = 7,3-7,6 
por 5 minutos a temperatura ambiente, 

5. Triturar 0 gel ate que seus peda^os possam passar 
por uma ponteira de 200 pL + Transfenr os peda^os 
de gel para um tubo de microcentrffuga de 1,5 mL 
e lavar com uma solu^ao a 50 rnM de bicarbonato 
de amonia. Adicionar 40 pL de P-me reap toe tanol 
e 8 pL de uma solu^ao a 10 % (p/v) de SDS, fern 
ver por 2-3 minutos, c incubar por pclo mcnos 90 
minutos a temperatura ambiente ou a 37°C sob 3. 
agitagao. 


6 . Centrifugar por 2-3 minutos a 10.000 rpm em uma 
microcentrifiiga a temperatura ambiente e transfe- 
rir o sobrenadante para um novo tubo de 1,5 mL. 
Adicionar 400 pL de bicarbonato de amonia a 
50 mM con ten do 4 pL de SDS 10% e 20 pL de 
P-mercaptoetanol ao sedimento, agitar e incubar 
novamente por pelo men os 90 minutos. 

7. Centrifugar por 2-3 minutos a 10.000 rpm cm uma 
microcentrifiiga a temperatura ambiente, remover o 
sobrenadante e combinar os do is cluatos. Centrifu¬ 
gal os dots cluatos 5-10 minutos a 10,000 rpm a 
temperatura ambiente cm uma microcentrffuga c 
transferir 0 sobrenadante para um novo tubo. 

8 . Colocar o eluato no gelo c adicionar 20 pg dc albumi- 
tia ser.icabovina (RSA) para remover qualquer residue 
de proteina contaminante, misturar bem e adicionar 
250 pL de acido tricloroacetico a 100%, misturar 
bem e incubar por 1 hora no gelo. Centrifugar por 15 
minutos em uma microcentrifiiga a 4°C e remover 
0 sobrenadante. Centrifugar por 30-60 segundos em 
uma microcentrifiiga e remover os residues de TCA 
restantes. Adicionar 500 pL de etanol a 96%, agitar e 
centrifugar por 5 minutos a 10,000 rpm a 4°C. Re¬ 
mover 0 sobrenadante c deixar scear (nao liofilizar). 

Oxida^ao com Acido Performico 

Os residues dc metionina c cistefna podem apresen- 
tar-sc oxidados ou reduzidos, o que podc afetar a mi- 
gra^ao dos peptfdeos na placa cromatograhea. Assim, 
as amostras utilizadas na analisc do peptideo devem scr 
inicialmcntc oxidadas para prevenir a forma^ao dc pep¬ 
tide os oxidados e/ou reduzidos. No caso de proteinas 
precipitadas com TCA, o precipitado e dissolvido dire- 
tamente cm acido performico gel ado c incub ado por 1 
hora no gelo (protocolo 2 ). O acido performico c entao 
diluido com agua e evaporado em centrffuga com si ste¬ 
rn a de vacuo. Apos a evapora^ao, a amostra parece uma 
bohnha de algodao* 

Protocolo 2: Oxidacao com Acido 
Performico 



uma parte dc peroxide de hidrogenio. Incubar por 
60 minutos a temperatura ambiente para permitir a 
forma^ao do acido performico. 

Colocar o tubo no gelo e deixar o acido performico 
es friar. 

Adicionar em um micro tubo 50 pL de acido perfbr- 
mice gel ado a amostra dc proteina prccipitada com 
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TCA e lavada com etanol ou a mistura dc protein as 
apos estarem secas (protocolo 5). Agitar para dissol¬ 
ver c jncubar por 60 minutos no gelo. 

4. Adicionar 400 pL de agua deionizada, misturar e 
congelar cm gelo seco. 

5. Evaporar o acido performico em centrifuga com sis- 
tema de vacuo. 

Digestao Proteolitica de 
Fosfoprotemas em Solufao 

Para se obter urn map a caracteristico (perfil eletro- 
foretico), a fosfcproteina e digerida com proteases espe- 
cificas que clivam a protefna cm determinados rcsiduos 
ou sequendas. Ccralmcntc, usa-sc tripsin a ou quimo- 
tripsina. Tripsin a diva protefnas na por^ao C-terminal 
dc rcsiduos dc argmina ou lisina. Quimotripsina diva a 
porqao C-terminal dc rcsiduos dc fenilalanina, rirosina, 
triptofano mas, nao quando seguido de fosfotiiosina, Es- 
tas enzimas tem sido utilizadas na digestao dc protemas 
e apresentam boa espetificidade. Produtos de digestao 
parcial podem ser geradns com tripsin a quando rcsiduos 
adjacentes de arginina e lisina estiverem presente s. Ale in 
disso, tripsina nao hidrolisa elidentemente as liga^oes 
entre arginina/lisina T acido asparttco/acido glutamico e 
nao hidrolisa liga^oes prolina/arginina/lisina* 


Existem outras enzimas disponfveis que nao pro- 
duzem digestao com pi eta, mas podem produzir mapas 
reprodutiveis, Estas enzimas tem sido utilizadas para 
digestao secundaria ou para a digestao de peptideos 
i sol ados (Tabel a 33 A ). 

Tripsina c quimotripsina podem. ser dissolvidas cm 
solu^ao dc HC1 a 0,1 mmol/L, o que previne a auto- 
digestao, Tambem podem ser dissolvidas em agua dcio- 
nizada a 1 mg/mL. As al(quotas sao entao armazenadas 
em volumes dc 100-200 pL, Para a digestao proteolitica 
com tripsina ou quimiotripsina, as amostras dc protef¬ 
nas precipitadas com TCA sao ressuspensas em 50 pL 
dc bicarbonato de amonia a 50 mmol/L, pH 8,0-8,3* 
Dc acordo com o protocolo a seguir* 

Protocolo 3: Digestao de 
Fosfoprotemas Precipitadas por TCA 

1. Dissolver o sedimento de protefna em 50 pL de bi- 
carbonato de amonia, P H = 8-8,3. Adicionar 10 pg 
TP C K- trip sin a (n -1 osyl- L -fe nilala ni na clorome til 
ace ton a, 10 pL de uni a soluqao a 1 mg/mL) para 
inativar a quimotripsina. 

2 . Incubar por 3-4 boras a 37°C. 

3. Adicionar dc novo 3-4 pg de tripsina c incubar por 
mais 3-4 horas a 37*C, 


Tabela 33 J - Condi^oes para a digestao quimica e enzimatica de fosfoprotemas. 


Carboxipeptidase 

50 mmol/NH.CO,, pH 8,0, 37°C 

a-Quimotripsina 

50 mniol/NRCO,, pH 8,0, 37*C 

Endoproteinase Asp-N 

50 mmol/NIIjCO., pi I 7,6, 37°C 

Endoproteinase Glu-C (VS) 

50 mmol/NH il CO v pH 7,6, 37°C 

Endopepridase especifica para pro] in a 

50 rnmol/NH 4 C0 3 , pH 7,6,37°C 

Termolisi na 

50 tmmol/NHjCO., pi 1 8,0,37°C 


1 mmol CiCI 2 , 55°C 

Tripsina 

50 mmoI/NH CO., pH S,0, 37 c 'C 

Bromcto dc cianogcniu 

50 mg/mL cm a Lido formico, 


90 mina2rC 


2 rnoI/L guanidine a, 2 rnol/L hidroxilamina, 0,2 

Ilidroxilamina 

mol /L K,CG. 


pH 9, 4 h, 45° C 

Acido form ico por 24-48 h, a 37°C 

50 mmol/NTTCO., pH 8,0, 37°C 
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4. Adicionar 400 pL de agua e liofilizar em uma cen- 
trifuga com si sterna de vacuo, 

5. Dissolver o sedimento em 400 pL de tampan pH 
1,9 ou 4/72 (para eletroforese cm pH 1,9 ou 4,72) 
ou agua deionizada (para eletroforcse cm pH 8,9). 
Ccntrifugar per 5 minutes a 10.000 rpm cm uma 
microcentrifugaj transferir o sobrenadante c liofi- 
lizar. E muito importante que nao rcstc ncnliuma 
partlcula ncstc sobrenadante final. 

6 . Dissolver o sedimento em 6-10 pL de tampao para 
eletroforese (pH 1,9 on 4,72) ou agua deionizada 
(para eletroforese em pH 8,9). Centrifugar rapida- 
mente a 10.000 rpm em uma microcentrifuga e pin- 
gar as amostras na placa de TLC. 

Digestao Quimica e Proteolitica de 
Proteinas Imobilizadas 

Nos protocolos acima dcscrcvcmos os metodos con- 
vencionais para preparaqao de amostras para a a nails e de 
peptfdeo no qual estas sao eluidas em um gel de polia- 
crilamida e em seguida precipitadas com TCA. A des- 
vantagem deste me to do e que, idem de f rabalhoso, pode 
resultar em per da da radiatividade da amostra. Assim, 
um metodo alternative e a transference das proteinas 
de interesse para uma membrana (PYDF ou nitroeelu- 
lose) apos a separapao por SD S/PAGE. Os peptide os 
entao sao eluidos da membrana durante a digestao qui¬ 
mica ou proteolise, 

Analise de Peptideos Digeridos 
por Tripsina a partir de Proteinas 
Imobilizadas 

Apos a separacao por eletroforese as proteinas sao 
transfer id as para uma membrana que pode ser dc ni¬ 
trocelulose, PVDF ou Immmohilon- P. A protcolise por 
tripsina pode ser realizada cm qualqucr membrana, po- 
i em a mais utilizada e a de nitrocelulose. Esta membra- 
na nao deve ser utilizada quando se pretende f azer uma 
analise dos aminoacidos fosfhrilados, Neste caso, deve- 
-se utilizar membrana de PVDF ou ImmobilonA P Apos 
a transference, a membrana deve ser embrulhada em 
papel de plastico para evitar seu res sec amen to durante a 
autorradiografia. O lessee amen to pode resultar na elui- 
^:ao ineficiente do material presente na membrana. 

Antes da digestao proteolitica, trata-se a membrana 
com poE (vinilpirrolidona) ou ainda PVP para bio que a r 
sitios nao especificos da tripsina durante a digestao 
(proto colo 4). A membrana e entao cor tad a em pedafos 


de 3x8 mm que podem ser tncubados com 200 pL de 
tampao. Os peptideos sao eluidos da membrana durante 
a digestao com tripsina e em seguida sao liofilizados, A 
oxidatpio com acido perform ico deve ser realizada apos 
a digestao com tripsina e elui^ao dos to stop tide os da 
membrana. As me mb ran as de nitrocelulose e ndilon 
dissolvem em acidos fortes. 

Protocolo 4: Digestao Proteolitica de 
Proteinas Imobilizadas 

1 . Col o car o s p eda^o s de m embra n a co n te n do a p ro te \ - 
na de interesse em PVT a 0,5% diluido em 100 mM 
(0,57 mL/100mL) de acido acetico por 30 minutos 
a 37 "C em um tubo de microcentrifuga, 

2 . Aspirar o Equido. Lavar cinco vezes com agua ultra - 
pura e em seguida com 50 mM tie bicarbonate) de 
am 6 ill a prep ar ado na hora. 

3. Incubar os peda^os dc membrana com 10 fig de 
TPCK-tripsina por 2 boras em 200 pL dc 50 mM 
a 37"C. Os peda^os de membrana devem ficar com- 
pletamente submersos. 

4. Agitar utilizando um vortice, adicionar 10 pg de 
TPCK-tripsina e incubar a 37"C por mais 2 boras 
ou overnight (16 boras). 

5. Adicionar 300 pL dc agua c ccntrifugar a 10,000 
rpm cm uma microcentrifuga por 5 minutos a tern- 
peratura ambiente, 

6 . Transferir o liquid o para um novo tubo. Con tar a 
radiatividade no Ifquido, aproximadamente 90% 
da radiatividade inkial da membrana deve estar 
presente no Ifquido. 

7. Liofilizar a amostra em uma centrifuga com sistema 
de vacuo, va adicionando 10 pL de agua para nao 
deixar secar completamente (demora de 3-4 horas 
para secar). 

8 . Se necessario, os peptideos podem ser oxidados com 
acido perform Ico, con for me descrito (protocolo 2). 

9. Ap 6s a oxida^ao, adicionar 400 pL de agua, congelar 
e liofilizar. Dissolver a amostra em 6-10 pL de tam¬ 
pao para eletroforese (protocolo .3, item 7} e aplicar 
a amostra na placa de TLC. 

Protocolo 5: Clivagem de Proteinas 
Imobilizadas com CNBr (Brometo de 
Cianogeno) 

A clivagem por CNBr e um metodo muito util para 
estudar os sitios de fosforilaqao. CNBr re age especifica- 
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mente com residuos de metionina e provoca a clivagem 
das liga^oes peptidicas na por^ao carboxiterminal da 
protein a em pi I acido (pi I 3,0). Como a metionina nao 
eum aminoacido abundante em protein as, os fragmen¬ 
ted gerados por CNBr sao geral mente grandes e podem 
ser analisados por SDS-PAGE (2D). A quebra por 
CNBr pode ser realizada em protefnas eluidas a partir 
de um gel (protocolo 1) ou imobilizada em membrana 
(protocolo 4).. Membranas de nailon ou Immohilon -P 
nao devem ser utilizadas neste procedimento. O nailon 
dissolve-se em acido formico e nenhuma radiatividade 
pode ser recuperada de protefnas ligadas as membranas 
Immohilon -P que for am clivadas com CNBr. 

O metodo consiste na incuba^ao dos peda^os de 
membrana com CNBr em acido formico a 70% (pro¬ 
tocolo 6). Deve ser utilizada solu^ao suficiente para co- 
brir completamente a membrana. A meuba^ao com 200 
pL para pedagos de membrana de 3x8 mm e o ideal. 
O CNBr e extremamente tdxico e deve ser man use ado 
em capela. Durante a digestao, os peptfdeos entram na 
solu^ao e o CNBr e acido formico sao removidos at raves 
da fiofiliza^ao das amostras. Esta ultima etapa e muito 
importante, pois a presen^a de resisuos de acido formico 
na amostra interfere na analise por SDS-PAGE. Se o 
azul de bromofenol presente no tampao de amostra tor- 
nar-se amarelo, existe ainda o acido lor mice na amostra. 
Pode-se adidonar Iris-base (pH 9,0) concentrado para 
aumentar o pH. Peptfdeos pcquenos podem ser visuali- 
zados cm SDS-PAGE geis a 24%. 

Metodo 

L Fazcr uma solu^ao dc CNBr a 50 mg/mL cm acido 
formico* Prcparar uma solu^ao-estoquc dc 300 mg/ 
mL adicionando acido formico dirctamcntc no fras- 
co que contcm CNBr, Esta solu^ao-cstoque pode 
scr armazenada cm aliquotas a -70"C c diluida cm 
acido formico a 70% no imrio do experimento* 

2 * Tampao dc eletroforese (755 mg Tris-basc, 10 mL de 
gliccrol, dissolver cm 35 mL dc agua, ajustar o pH 
para 6,8 com uma solu^ao 6 M de 11 CL. Adidonar 2 g 
dc SDS, 5 ml, dc 2-mercaptoetanol, 1 mg dc azul dc 
bromofenol, q.s.p. para 100 mL com agua ultrapura* 

3. Para a visualizaqao de peptideos de baixo peso mo¬ 
lecular, utilizer o tampao de tricina (0,1 M N-tris 
[hidroxtmetil]metilglidna, 0,1% de SDS (p/v) 0,1 
M de Tris-base, pH 8,25). 

4. Incubar os peda^os de membrana contendo a pro¬ 
tein a de inter esse (protocolo 4) com 50 mg/mL de 
CNBr em acido formico a 70 % por 1-1,5 boras a 


temperatura ambiente em um tubo de microcentri- 
fuga feebado* 

5. Centrifugar as amostras em uma microcentnfuga a 
IG.OOOrpmporS rninutos a temperatura ambiente. 

6 * Transfer! r o lfquklo para um novo tubo. 

7. Liofilizar a amostra* Demo ra aproximadamente 30 
minutes para secar 200 pL de acido formico a 70%. 

8 . Dissolver a amostra em 30-40 uL de agua deioniza- 
da e liofilizar novamente. Repetir o procedimento. 

9. Dissolver os fragmentos dc CNBr cm tampao dc 
amostra com SDS, Analisar os peptfdeos cm gel dc 
poliacrilamida 24%, bis-acrilamida a 0,054% utili- 
zando o tampao dc tricina. 

Separa^ao em Duas Dimensoes de 
Fosfopeptideos em Placas de TLC 

As analyses de peptideo podem ser geradas em pla¬ 
cas de cromatografia de camada delgada (TLC). Se a 
digestao originar peptideos muito grandes, eles podem 
ser visual iz ados por SDS-PAGE. Dess a forma, descre- 
veremos a seguir a analise de fosfopeptideos em placas 
de TLC de cromatografia de 2D e eletroforese de ID. 

Escolha do Tampao de Eletroforese 

Os produtos da digestao das amostras sao separados 
cm primeira dimensao por eletroforese. A mobilidade 
na eletroforese c determinada pcla razao entre a carga c 
a massa do peptideo c pode scr calculada pcla formula: 

mr = ke A4 2/3 

Onde mr e a mobilidade relativa; k, uma const ante; 
€■} carga eletrica; M a massa da molecula. 

Existem tres tipos diferentes de tampao que podem 
ser utilizados na primeira dimensao: tampao pH 1,9, 
pH 4,72, pEI 8,9 (Tabela 33.2). Estes tampoes sao com¬ 
pos tos dc solvcntcs volatcis que podem scr c vapor ados 
completamente apos a clctrorcsc. Basta deixar as placas 
dc TLC sccarcm a temperatura ambiente. Tsto permi- 
tc que se utilize um tampao completamente diferente 
na segunda dimensao. Em geral, peptideos contendo 
residuos basicos apresentam melbor resolu^ao em pTI 
acido. Estes aminoacidos basicos encontram-se na for¬ 
ma proton ad a e, port auto, possuem carga em pHs mais 
acidos e assim apresentam maior mobilidade. Por outro 
lado, peptideos contendo residuos acfdicos apresentam 
carga em pHs mais alcalinos e, portanto, maior mobi¬ 
lidade. No entanto, como a maioria dos fosfopeptideos 
contem residuos acidos e basicos, as conduces ideais de 
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eletroforese de cada um sao determmadas testando-se 
os tampoes citados na tab el a 33.2. 

Apos a escolha do tampao, a separate da protein a 
de interesse pode ser melhorada com o aurnento do 
tempo de eletroforese, Este procedimento deve ser 
acompanhado de uma mudan^a na posi^ao inicial da 
amostra para evitar que da saia fora das placas de TLC* 
Se nenhum dos tampoes citados apresentar re suit ado, o 
melhor e usar o tampao pH 1,9, pois a maioria dos pep¬ 
tide os e soluvel neste pH e as analises peptidicas rea- 
lizadas neste pH apresentam melhor resolu^ao, 

Preparafao das Amostras para Separa^ao 
dos Fosfopeptideos em Duas Dimensoes 

Materials 

Tampao de eletroforese (Tabela 33.2). Verificar o 
pH do tampao antes de itiiciar o procedimento, e se 
variar mais de 0,2 unidades nao ajusta-lo* Preparar 
o tampao novamente. 

— Placas de TLC. 

- Cor ante marc ado r verde (5 mg/ mL) de dinitrofinil 
lisina, 1 mg/mL dc xilcno dc cianol (azul) cm agua 
ultarpura. 


Metodo 

1. Dissolvcr as amostras cm 100 pL (aproximadamcntc 
1.000 cprn/pL). Agitar para misturar. Separar 20 pL 
ou 20.000 cpm para a analisc dc fosfoaminoacidos* 

2 . Marcar o ponto inicial (usar um lapis sem ponta) 
da amostra c do m a reader na camada dc cclulose na 
placa de TLC (lug. 33*1), 

3. Pingar a amostra na placa dcTLC* Aplicar a amos¬ 
tra usando uma micropip eta com uma pontcira ca- 
pilar. Aplicar 0,5 pL de cada vez para que o volu¬ 
me onde a amostra foi a plica da fique pequeno e va 
acompanhando a radiatividade, ate que o contador 
demonstre (aproximadamente, pingar umas oito ve- 
zcs). Sccar a amostra utilizando um see ado r entre 
cada aplica^ao* Cuidado para nao cncostar na placa. 

4. Aplicar 0,5 pL dc marcador na parte superior da pla¬ 
ca, Aplicar novamente ate a visualiza^ao dc um and 
coLorido (Fig* 33,2)* A mistura c verde, mas durante 
a eletroforese vai-se separar em amarclo mais azul, A 
cor azul da uma indiea^ao do progress© da eletrofore¬ 
se, enquanto amarela delirnita a posi^ao para a qual os 
peptideos neutros devem migrar. Em pH 1,9, a dini- 
trofcnil lisina ap resent a-sc carrcgada positivamente* 


Tabela33.2 — Tampoes utilizados para analise dos fosfolipidios contendo residuos acidos e basicos* 


Tampao 

Quantidade 

Components 


50 ml. 

Acido form ico 88 % (p/v) 

pTIl,9 

156 mL 

Acido acetico glacial 


1.794 m I, 

Agua deionizada 


100 mL 

Acido acetico glacial 

pH 3,5 

10 ml. 

Piridina* 


1.890 mL 

Agua deionizada 


100 mL 

n-llu ratio! 

pH 4,72 

50 mL 

Piridina* 

50 rnL 

Acido acetico glacial 


1.800 mL 

Agua deionizada 


8 mL 

Acido acetico glacial 

pH 6,5 

200 mL 

Piridina* 


1.792 mL 

Agua deionizada 

pH 8,9 

20 g 

Carbonato de amonio 

2.000 mL 

Agua deionizada 


J Piridina e muito instavel e nao deve ser utilizada se estiver com uma Colorado amarela intensa. Armazenar em nitrogenio liquids. Apos 
o preparo do tampao, colocar no nitro-geiilo e iedhar com filme plastic q {pamfilm). 
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Figura 33.1 - Localizatao do ponto initial das amostras e marc adores utilizados na separata*) cm duas dimensocs dc fosfopcptidcos cm 
pLacas dc TLC (20 X 20 cm). ^A) Eletroforese cm tampan pH 1 T 9 ou 4 ,.72, (B) Elctroforcse cm pH 8,9. 

1- Qrigem. 

2- Origem amosrra. 

3- Origem marcador. 
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Eletroforese 

Ex i stem d i'versos si stem as para eletroforese de pla¬ 
ces fin as disponiveis no mercado. O Import ante nestes 
sistemas e que exist a uma bomba de refrige ra 9 ao de 
agua (que deve estar a uma temperatura de 5°C) e uma 
fonte capaz de fornecer aproximadamente 100 mA e 
1 ,5 kV. 

Protocolo 7: Primeira Dimensao - 
Eletroforese de Placa de Camada 
Delgada 

Materials 

— Tam p ao de el etro to res e (Tab el a 3 3,2)* 

— A par a to para eletroforese. 

— Fonte dc cor rente. 

Metodo 

1 . Dobrar duas folbas de papel de filtro, con forme as 
linhas do desenho abaixo: 



2 . Encher cada compartimento com aproximadamente 
600 raL de tampao de eletroforese. Colocar a folha 
de papel de filtro com a dobra de 1 cm encostando 
na placa de celulose e a dobra de 8 cm dentro do 
tanque, de maneira a fazer uma ponte conectando 0 
tampao a placa de celulose (ver esquema abaixo). 



3. Utilizando duas folbas de papel de filtro do mes- 
mo tamanbo que a placa de celulose, fazer do is firros 
(1,5 cm de diametro) no local correspondente a po- 
si^ao inicial da amostra e do marc ad or (Fig. 33.2). 

4. Colocar cstas folbas dc filtro no tampao de clctrofb- 
rese c remover 0 cxccsso dc tampao utilizando uma 
outra folha dc papel dc filtro* 

5. Colocar a placa de TEC no aparato de eletroforese. 

6 . Colocar as folhas de papel de filtro sobre a placa de 
TLC c va pressionando-o contra a placa molhando 
toda a extensao da placa de TLC. Trabalhar na re- 
giao dos fur os pressionando de fora para dentro para 
gar anti r uma concentra^ao uni forme do tampao em 
to da a extensao da placa e em volta da amostra* Cui- 
dado para nao mover lateralmente o papel de fil¬ 
tro quando cstc c stiver cm con taro com a placa de 
TLC. 

7. Examinar a placa, ela deve estar corn uma Colorado 
cinza, nao deve. haver acumulo de tampao* O excesso 
de tampao deve ser re mo vi do com um papel de filtro 
ou por evapora^ao* 

8 . Fecbar o aparato de eletroforese e ligar a fonte. Ge- 
ralmente a corrida eletroforetica oeorre em tampao 
de eletroforese pH 1,9 por 45 minutos a 1.000 V. 
Is to e sufic iente para que o marcador (corante) da 
primeira dimensao desloque-se 4 cm. A temperatu¬ 
ra do ban ho dc agua deve scr mantida cm 5°C* 

9. Apos a eletroforese, secar as placas de TLC usando 
um secador. 

Separa^ao em Segunda Dimensao por 
Cromatografia 

A separate em segunda dimensao e feita por cro- 
matografia ascendente. A hidrofobicidade dos diferentes 
peptide os determina a sua part i^ao (mobilidade) entre a 
fase movel e a estacionaria. A fase movel e compost a 
pelo tampao de cromatografia e sc move devagar em 
direqao a linha de lrente (o topo da placa). A celulose 
da placa e a fase estacionaria* A hidrofobicidade de um 
peptideo determina sua migra^ao durante a cromato¬ 
grafia. Um peptideo hidrofdbico tern maior afinida.de 
pel a fase movel e migrara mais rapidamente em dire^ao 
a linha de frente. Por outro lado, um peptideo bidrofili- 
co tern maior afinidade pela fase estacionaria c migrant 
mais Icntamcntc que um peptideo hidrofdbico. 

Os tampoes mais comuns para cromatografia utiliza- 
dos estao iltistrados na tabela 33.3. O tampao de croma¬ 
tografia geral e utilizado para analise de pept ideas mar- 
cados com [ 35 S] ou [ 1 : T]. O tampao de fosfocromatografia 
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Tabela 33,3 - Composi^ao do tampao de cromatografia. 


Tampao 

Quantidade (niL) 

Componente 


785 

n-Butanol 

Tampao de cromatogra£a geral 

607 

122 

Piridina 

J* 

Acido acetico glacial 


486 

Agua deionizada 


750 

n-Butanol 

Tampao de fosfocromatografia 

500 

150 

Piridina 

Acido acetico glacial 


600 

Agua deionizada 


1250 

Acido i s ob u tirico 


38 

n-Bucanol 

Acido isobutirico 

96 

Piridina 


58 

> 

Acido acetico glacial 


558 

j* 

Agua deionizada 



25cm 
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Fignra 33.2 - (A) Dimensd es do a blotters para umedecer as placas de TLC antes da eletroforese em pH 1,9. (B)2D em pH 3p. 
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e uma mistura mars hidroftlica usada para analisar fosfb- 
peptideos, 0 tampao de acido isobutirico e utilizado na 
analise de fosfopep tideos extremamente hidrofilicos. A 
m el hot tnanei ra de se determ inar o tampao ideal para a 
sua amostra e fazer experimentos pi lotos. 

Caleulo feito para 2 litres de cada tampao: fazer o 
calculo do volume considerando que o tampao eubra 2 
cm a partir do fundo do tanque. Para tanques pequenos, 
200 inL sao suficientes. 

Protocolo 8: Segunda Dimensao — 
Cromatografia de Camada Delgada 

Materials 

* Tampao de cromatografia. 

" Tanque de cromatografia (existem diversos tama- 

nhos dispomveis, para 2 ou mais 20 X 20 cm placas 
de TCL. O tanque deve ser hermeticamente feebado 
com cera. 

Metodo 

T Pingar uma gota dc marc ad or (aproximadamente 
0,5 pL) do marcador verde (marcador dc segunda 
dimensao) (Protocolo 7) na margem dircita ou cs- 
querda da placa dc TLC (Fig. 33 A). 

2 . Colocar a placa de TLC seca em uma posfoao de 
modo que se veja que o marcador rosa (de primeira 
dimensao) esteja para cirna. 

3. Deixar a placa de TLC dentro do tanque, tempo 
sufic rente para que o tampao atinja mais ou men os 
uma distancia de 1 cm do tOpO da placa. Isto leva 
geralmente 8-12 horas (melhor fazer esta etapa por 
overnight )* 

4 + Remover a placa e deixar secar em uma cap da ou 
colocar em forno a 65°C. Nao se deve utilizar o for- 
no se pretender extrair os peptideos da placa poste- 
riormente. 

5* Expor as placas a um hi me de raios X dentro de urn 
cassete apropriado, 

Analise de Fosfoaminoacidos 

A analise de fosfoaminoacidos e teita inicialmente 
pel a hidrolise da protein a purificada marcada com p 2 P] 
radiative* lncuba-se a protein a de interesse juntamente 
com um acido ou uma base concentrada, o que resulta 
na hidrolise das ligaqdcs peptidicas originando pepti¬ 
deos e amino acid os individuals. No entanto, iiga^oes 


fosfo-diester tambem sao rompidas durante a hidrolise, 
o que provoca a defosforilaqao de a mi noacid os e con- 
sequente liberaqao de fosfato livre. Para se minimizar 
isto e preciso respeitar o tempo das reaqoes descrito nos 
protocol os a seguin 

A proteina de interesse pode ser purificada por ele- 
trofbrese e isolada do gel por precipita^ao com TCA 
(protocolo 1', Uma outra alternativa. e a transference 
das proteinas do gel para uma membrana de Immobilon 
P ou de PVDF e em seguidabidrolisadas na membrana. 
N ao se devem usar membranas de nitrocelulose, pois 
el as nao resistem a hidrolise acida. Recomenda-se a hi¬ 
drolise da proteina na membrana, cxccto em casos em 
que a proteina dc in teres sc nao transfir a bcm. 

Hidrolise Acida de Fosfoproteinas 
Purificadas 

Apos a transferencia, adiciona-se a soluqao corante 
verm el bo -Ponceau (sal trissodico de acido l-(4-sulfo- 
-1-naftilazo)-2-nafto1-6,84-disulfbnio) para localizar a 
ban da contendo a tosfoproteina e corta-se a membrana 
nest a altura. Apos isto, a membrana deve ser lavada di¬ 
vers as vezes com agua para a remoqao de residuos de sal 
e detergente. As proteinas precipiladas com TCA tam¬ 
bem podem ser bidrolisadas. Apos a lavagem com eta- 
nol, dissolver as proteinas em 50 pL e bidrolisar 1 bora 
a 110°C. Remover o acido cloridrico por evaporaqao c as 
amostras cstao prontas para scrcm analisadas. 

Fosfoaminoacidos tambem podem ser obtidos apos 
hidrolise com uma base forte. Fste procedi mento e re- 
comendado para a analise de fosfotirosina, pois este 
amino acido c mais e stave! em acido forte do que em 
base forte. Para is so, dcvc-sc incubar a membrana com 
hidrbxido de potassio (KOH) conccntrado. O problc- 
ma e que este KOH deve ser removido em coluna de 
cromatografia de troca ion tea para possibilitar a analise 
destas amostras por eletroforese. 

Protocolo 9: Hidrolise Acida de 
Fosfopeptideos Ligados a Membrana 

1 . Colo car o peda^o de membrana em uni tubo de mi- 
crocentrifuga e iavar diversas vezes com agua deio- 
nizada. 

2, Adicionar 200 |iL de acido cloridrico (HC1, 6 M) , e 
deixar em ban ho fervente rigorosamente por 1 bora* 
F necessario man ter a tamp a do tubo feebada e co¬ 
locar algo em cima para que ela nao abra durante o 
banho fervente, o que result aria na per da da amostra. 
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3, Centrifiigar 5 minutos a 10.000 rpm em microcen- 
trifuga a temperatura ambiente e transferir o sobre- 
nadante para um novo tube. Evitar transferir o ma¬ 
terial so lido precipitado no fundo do tubo. 

4. Evaporar o HC1 em um concentrador a vacuo (cen- 
trifuga com sistema a vacuo). 

Separa^ao de Fosfoaminoacidos por 
Eletroforese em Duas Dimensoes 

A separa^ao de fosfoaminoacidos pode ser realizada 
utilizando a tccnica dc eletroforese cm duas dimensoes. 
Fosfotrconina (P4hr) c fosfotirosina (PTyr) migram cm 
con]unto durante a eletroforese em pH 1,9 mas sepa- 
ram-se de fosfoserinas (PSer).. PThr separa-se bem de 
PTyr cm pH 3,5. Fosfatos, fosfopeptideos c aminoaci- 
dos t sol ados de am os tr as purificadas pod cm ser separa- 
dos utilizando-se eletroforese em pH 3,5. Este metodo 
deve ser utilizado quando se trabalha com protein as 
fosforiladas in vitro, ou peptideos purificados nos quais 
fosfato, fosfopeptfdeos e fosfoaminoacidos sao os unicos 
com post os radiativos presentes no lisado. A principal 
vantagem e que 16 amostras podem ser analisadas de 
cada vez. 

Protocolo 10: Analise de 
Fosfoaminodcidos por Duas 
Dimensoes 

Materials 

— Tampao de pH 1,9 e 3,5 (Tabela 33,2). 

— Fosfoaminoacidos-pad rao (1 mg/ mL de fosfosseri- 
na, 1 mg/ mL de fosfotreonina, 1 mg/ mL de iosto- 
ttrosina). 

Solu^ao de ninidrina a 0,25% em acetona. 

Metodo 

L Dissolver as amostras (com auxflio de um vortice) 
em 6-10 jjL de tampao pTI 1,9 contendo 1 pg de de 
fosfoaminoacido padrao nao marc ados. Centrifiigar 
10-30 segundos para remover particulas. 

2. E possivel correr quatro amostras de cada vez em 
unoa placa de TLC- (Fig, 33.2). Marcar a origem de 
cada amostra utilizando um lapis sem ponta. 

3. Pingar uma gota de marcador verde (protocolo 6) e 
0,5 pL de cada amostra nas marcas corresponderites 
(Fig. 33,3). Sao subcicntcs 50-100 epm para uma 
analise reprodutivel, Lemhrar-se que apos bidrolise 
parcial apenas 20% da radiatividade estara na forma 


de aminoacidos,a matoria na forma de fosfatos in or¬ 
gan! cos peptideos nao completamente digeridos, 

4. Molfiar a placa us an do um pap el cortado com 5 hi¬ 
res (Fig. 33.4A). Molhar o papel no tampao pH 1,9, 
remover o cxccsso c colocar sob re a placa dc TLC 
com os furos sob re as amostras e o marcador. 

5. Pressionar em volta de cada oriffcio para permitir 
que o tampao entre cm contato com as amostras. A 
placa de TLC deve estar unifoi memente molhada. 

6 . Fazer uma corrida de 800 V por 40 minutos, 

7. Remover a placa c scca-la com um sccador por apro- 
xim ad am ente 30 minutos. 

8 . Remover o tampao pi 1 1,9 e trocar pelo de pi I 3,5, 
Adicionar 0,5 M de EDTA ao tampao pH 3,5. Mo- 
Ibar a placa de TLC com um papel que foi prepa- 
rado con for me descrito acini a e molhado no tam¬ 
pao pH 3,5 (Fig, 33.4B), Quando o papel contendo 
tampao pH 3,5 for press ion ado contra as amostras, 
pode-sc observer uma linha marrom bem fina, na 
qual as amostras cor r cram, 

9. Virar a placa 90 if C em rela^ao a primeira dimen- 
sao, cm dire^ao ao catodo. Corra por 30 minutos a 

800 V, 

1 0. Secar a placa utilizando um forno a 65°C por alguns 
minutos, 

11 . Borrifar a solu^ao de ninidrina e aquecer a placa no 
torno a 65° C por 15 minutos. Voce vera manchaa ro- 
xas que corresponde m aos aminoacidos padrao. Esta 
marca^ao permanece durante a autorradiografia. 

12. Ex por a placa de TLC a um dime de raios X a 

-70° C. 

jP 

F importante notar que estas condi^des de corrida 
apresentadas sao suficientes para man ter cada amostra 
no qua dr ante da placa reservado para elas. For tan to, cs- 
tas condiqoes precis am ser padronizadas de acordo com 
o tipo de equipamento de eletroforese utilizado. 


A analise do fosfopeptideo e uma tccnica que pos- 
sib ilita estimar o mim era de sftios de fosfo l ilaqao de 
determinada protema, desde que tod os os sftios sejam 
clivados durante a digestao com tripsina, A compara- 
£ao de celulas cultivadas em meios diferentes per mite 
a analise do efeito do mcio sob re a fosforila^ao dc de¬ 
terminada protein a, A parti r deste estudo, pode-se cor- 
relacionar a fosforila^ao de determinada protelna com 
sua estabilidade ou atividade enzimatica, A analise de 
peptldeo tambem e util para investigar se a fosforila^ao 


Analise Criteriosa dos 
Fosfoaminoacidos Obtidos 
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s 


Figura 33.3 -(A) Loealiza^ao da origcm das amostras c do ponto dc origan para a clctroforcsc cm 2D do fosfoaminodeidos cm plat a de 
TLC (20 x 20cm). (11) Posi^ao dos aminoaeidos individuals apds eletrofdre.se em 2D, aproximadamente 20% da radiatividade migra eomo 
tosfoserina (PSer), fosfotreotiina (PThr) ou fosfotirosma (PTyr). O res tan te e ap resen tado como fosfato inorganico (Pi) ou produtos de 
digestao partial (parti ais). 
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Ligura 33.4 - (A) Dimcnsoes dos blotters para u me deter as placas de TLC antes- da separate de fosfoaminoacidos por cletru-foresc na 
primeira dimensao em pH 1,9. (B) Segunda dimensao em pH 3,5. 
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de uma proteina por determ in ad a cinase purificada 
pode envoiver sitios que normalmente sao fosfcrilados 
in vivo. Por cm, a identifica^ao da sequenda deste si do 
dc fosforila^ao cxigc uma investigate mais detalhada. 

Isolamento dos Fosfopetideos da Placa 
deTLC 

Os fosfopctideos obtides podem ser isolados na 
placa de TLC para analise mais detalhada. Apos a au- 
torradiografia, deve-se colocar o filme sobre a placa de 
TLC e os locais das amostras que correspondent a t a- 
diatividade obtida no filme. Pode-se usar uma lamina 
ou cspatula para raspar a cclulosc contcndo a amostra 
previamente identificada. pela au tor rad iogra fia. Os fos- 
fopctidcos sao entao cluidos cm tampao com pH 1,9 
(Tab el a 33.2). Os peptfdeos muito hidrofdbicos podem 
ser diiuidos em tampao de cromatografia. Os eluatos sao 
centrifugados para a remo^ao das part Lulas de celulose. 
Os sobrenadantes sao, entao, liofilizados, 

Protocolo 11: Isolamento de 
Fosfopeptideos das Placas de TLC 

1 . Alinhar a placa dc TLC com o filme de raios X c 
m a rear com can eta fluoresce nte a posipao dos fosfo¬ 
peptideos na placa de TLC. 

2 . Cor tar uma ponte ir a e inserir um disco de po lie tile- 
no (6,5 mm) ate que ele esteja fir me. 

3. Anexar a ponteira a uma linha de vacuo e utilizando 
sua ponta raspar a nitrocelulose do local ondc esta o 
fosfopeptideo. Os residues de nitrocelulose contcn¬ 
do o fosfopeptideo serao removidos da placa, suga- 
dos pelo vacuo e estarao aderidos ao pap el de filtm. 

4. Remover a ponteira e coloca-la na posfoao in vert id a 
dentro de um tubo de microcentrifiiga. Adicionar 
100 pL de um tampao pH 1,9 dentro da pontei¬ 
ra e deixar a temperatura ambiente por 5 minutes, 
Centrifugue a 2000 rpm por 5-10 segundos a tem¬ 
peratura ambiente, Cuidado para que a ponteira nao 
encoste n a tarn pa, Repita este pro cedi mento us an do 
tampao pH = 1,9 e duas vezes usando agua deio- 
nizada. Colete os eluatos de cad a centrifugal ao no 
mesmo tubo. 

5. Ccntrifugar os eluatos combinados por 5 minutes a 
10.000 rpm (temperatura ambiente) cm uma micro¬ 
centrifiiga e transferir o sobrenadante obtido para 
um novo tubo. Liofilizar este sob re nadante. 

6 . Contar a radiatividade na celulose e no eluato. Se 
a eontagem lor baixa* repetir o processo todo utili¬ 


zando um tampao de eletroforese di fere nte ou um 
tampao de cromatografia (Tabelas 33.2 e 33.3), 

A idcntifica^ao dc determinado sltio dc fosforila^ao 
pode ser obtida pelo pro cedi mento a seguir. Com base 
na sequencia de DNA, fazer uma list a dos possiveis can- 
didatos a peptfdeos que serao gerados pela digestao com 
a tripsin a, Listar as propriedades destes peptfdeos, con- 
siderando a suscetibilidade para a digestao por protea¬ 
ses, a presen^a de sitios aceptores de fosfato e a present a 
de cistern as e metioninas. A presen^a de cisteinas e me- 
tioninas pode ser determ in ad a por uma dupla marca^ao 
com "'S c 2 1\ seguida da analise de peptide o. Exp or os 
mapas inicialmente a uma leitura de 32 P usando uma 
tela de intensifica^ao para ' 2 P e papel-alummio bloque- 
ando a baixa cncrgia gcrada pelo ^S, Apos um periodo 
suficicntc para o dccaimento da radia^ao cmitida pelo 
3 2 P, os mapas sao entao expos to s ao filme de raios X no¬ 
va me nte para visualiza^ao da radia^ao "S. Alinhando- 
sc os dots filines obtidos nas duas exposfooes na placa 
dc TLC, c sabcndo-sc que o primeiro aminoacido dc 
uma proteina e sempre uma metionina, podem-se obter 
os possiveis sitios de fosforiiatpio da protein a analisada. 
Estc procedi men to so e possivel sc a protein a em ques- 
tao for muito fosfortlada. Uma outra forma de se ana- 
lisar os possiveis sitios de fosforila^ao de uma proteina 
e fazer uma mutagao na sequencia do DNA correspon- 
den te a um aminoacido desta proteina, transfectar este 
DNA mutante em uma linkagem de celulas e observar 
a altera gao na analise dos aminoacidos da proteina cm 
questao. Uma ultima forma de analise dos sitios de fos- 
forilagao de uma proteina eonsiste em eluir os pontos da 
placa dc TLC c injcra-los no cspcctofotometro dc massa 
para identificagao dos sitios dc fosforilagao, 
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34. Analise das Proteinas Ligadoras de DNA por 
Ensaio de Alteragao de Mobilidade Eletroforetica 

em Gel de Poliacrilamida (EMSA) 


Introduce 

Uma das mais importantes descobcrtas contempora- 
ncas nabiologia molecular foi a dc que muito dos proces¬ 
ses de diferenciagao, metabolismo e fun clou alidade celu- 
lares sao regulados durante a transcrigao genica, e por sua 
vez, tern scu controle realizado por proteinas que, intc- 
ragindo com determmadas sequencias do DNA, podem 
induzir ou reprimir a expressao dc um ou mais genes. 

Estas proteinas, com fungoes bastante especfficas 
inter age m basic amen te com sequencias de nucleotideos 
do DNA cm tres dife rentes regioes: regiao pro motor a, 
regiao acentuadora (intensificadora) c regiao silencia- 
dora, conhecidas como regioes regulatorias. As regioes 
promotoras correspondem a sequencias de nucleotideos, 
sitios de ligagao para a RNA polimerase II, enzima que 
efetivamente pro move a transcrigao do DNA em RNA; 
as regioes acentuadoras correspondem as sequencias de 
nucleotideos, sitios de ligagao a proteinas reguladoras da 
transcrigao que podem iliteragir corn a RNA polimera¬ 
se II para efetivar o processo transcricional c finalmcnte 
as regioes silenciadoras correspondem as sequencias de 
nucleotideos, sitios para interagoes coni proteinas regu- 
ladoras que bloqueiam a transcrigao de. um determinado 
gene, ou seja, inibem a expressao deste. 

Os avail go s nest a area de pesquisa devem-se, pelo 
me nos em parte, ao fa to de que novos me to dos para es- 
tudos de proteinas que interagem com o DNA tern si do 
de senvolvidos e dispoilibilizados para a comunidade 
cicntfliea. Especiiicamente, duas destas metodologias 
sao utilizadas mais comumcnte para esta analise das 
proteinas ligadoras de DNA : footprinting e EMSA. A 
primeiia, footprinting , e utilizada para determinar os 
locals nos quais as proteinas se ligam ao DNA (sequen- 
cia nucleotidica), e a se guild a, EMSA - ensaio de altera- 
f do (retardamento) de mobilidade eletroforetica em gel de 
poliacrilamida ou band shift ou gel shifty e utilizada para 
identi bear protein as ligadoras de DNA, const! tuindo-se 
tambein em uma ferramenta importance para analise da 
atividade de fatores de transcrigao in vitro . 


Carla Or is tine Kan unfre 
Kelly Aparecida Kanunfre 
Anna Karenina Azevedo Martins 

No ensaio de foot printing, um fragmento dc DNA c 
marc ado radiativamente cm uma extremidade. O DNA 
marc ado c incubado com uma protein a dc i uteres sc c 
sujcito a digestao parcial com a DNase, O principio do 
metodo e que as regioes do DNA nas quais a protefna 
de interesse se liga fleam protegidas da digestao pel a 
DNase. Porta nto, essas regioes podem ser identi He ad as 
por eomparagao dos produtos de digestao do DNA ii- 
gado a protefna com aqueles resultantes de tratamento 
identico com DN ase de uma amostra de DNA que nao 
foi incub ad a com a protein a de inter esse, 

Nnta: Este metodo footprinting e suas variagoes podem 
ser encontradas em literatura especializada. 

Como nosso enfoque neste capftulo e o EMSA se¬ 
gue uma descrigao mais detalhada dos procedimentos 
necessaries para sua realizagao. 

EMSA - Um Metodo para Detec^ao 
de Proteinas Ligadoras de DNA 

O EMSA f< >i desenvolvido em 1981 por duas du- 
plas de pesquisadores Freid; Crothers; Gamer e Revsin, 
e caracteriza-se por ser um metodo simples e sensivel, 
cujo principio esta mostrado na figura 34.1 intitulada: 
Dcscnho csqucmatico do EMSA, 

Neste ensaio uma molecula dc DNA ira, ao ser 
submetida a um campo clctrico, movcr-sc rapidamente 
cm diregao a um clctrodo positive, devido a presenga 
de carga negativa em sua estrutura qufmica. Quando 
urna protefna ligadora de DNA (protefna A) interage 
com um fragmento de DNA m arc ado, ira retard ar sua 
migragao atraves do gel. 

Confbrme esta mostrado no fluxograma da figura 34.2, 
no EMSA , um fragmento pequeno de DNA, com tama- 
nho e sequencia e spec ifi cos (obtido por meio de c Ion age m 
ou si ntetizado artificial mente), e marcado radiativamente e 
incubado com um lisado (extrato) celular quepode ser tanto 
total quanto nuclear. A inis turn e entao aplicada em um gel 
de poliacrilamida nao desnaturante e submetida a eletro- 
forese. Caso o lisado contenha uma protefna ligadora de 
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DNA , cotno por exemplo um fa tor de transcri^ao ativado, 
esta iiga-se ao fragment© de DNA formando um complexo 
proteina-DNA que iraretardar o movimento do fragment© 


de DNA atraves do gel,, pois o complex© hear a ret id o, mi- 
grand© com velocidade menor do que o fragmento de DNA 
livre, por apresentar maior peso molecular. 
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Figura 34.1 — Desenlio esquematico do EMSA. Neste eneaio quando uma proteina ligadora de DNA (proteina A) interage com um frag- 
mento de DNA marcado, ini retardar sua rnigra^ao ektroforetica atraves do gel de poliaerilamida. 



do com um lisado (extrato nuclear ou celular). A mistuia e aplkada em gel de poliaerilamida nao desnaturante e submetida a eletroforese. 
O complexo fbrmado e visualizado pela revelafao do gel conibrme descrito no capltulo. 
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0 Pro toe do do EMSA pode ser dividido cm 4 etapas; 

Etapa 1: 

A) Prepare da sonda de DNA - reiere-se a marcagao, 
geralmente com i2 P radiative, dos fragment os de 
DNA com piemen tares que con tern o sitio de reco- 
nhecimento de interesse (sequencia regulator]a), 

Etapa 2: 

B) Prepare) do extra to proteico total ou nuclear — con- 
siste cm isolar as fragoes dc protefnas celulares ou 
nucleares dos dernais componentes cclulares. 

Etapa 3: 

C) Re a goes de ligagao protein a, DNA in vitro - etapa 
na qual o extrato proteico total ou nuclear e incuba- 
do com o frag men to de DNA marc ado para a for- 
magao do complexo protein a-DNA* 

Etapa 4: 

D) Prepare do gel de poll acrilam Ida nao desnaturante, 
eletroforese c revel agao do gel - process o dc sc pa- 
rag ao proteica/DNA cm suportc (gel dc poliacrila¬ 
mida) dc acordo com carga c mass a molecular sob 
campo eletrico, e finalmelite visualizagao da for ma¬ 
gao ou nao do complexo proteina-DNA. 

Procedimento Experimental 
Etapa 1 

Se/efdo e Prepayo da Sonda de DNA 

Tan to frag me at os de restrigao obtidos de pi asm i- 
dcos recombinantcs ou dc outra origem que contenham 
scquencias regulatorias dc intcrcssc (50 a 250 pb) eomo 
oligonucleotfdeos sintetizados artificialmente ( 21 ) a 
50 pb) podem ser utilizados como sonda de DNA no 
EMSA. O tipo e o tamanho da sonda dependem da 
natureza da inves tig agao. Sc a protcina a scr dctccta- 
da c, por cxcmplo, urn fator dc transcrigao conhccido 
previamente cstudado, oligonuclcotfdeos sintcticos po¬ 
dem ser utilizados como sonda. Entretanto fragmen¬ 
ts maiores devem ser utilizados quando o objetivo for 
determinar as possfveis protefnas ligadoras de DNA 
dc determinada sequencia regulator]a dc genes clona- 
dos* Os procedimentos para marcagao da sonda cstao 
descritos abaixo. 

Marcagao da sonda de DNA obtida a par fir de 
plasm id eo recombinante - as sondas de DNA obtidas a 
partir de plasmideo recombinante podem ser marcadas 


tan to na extremidade 3’ quanto na 5\ A extremidade 3* 
de uma sonda obtida a parti r da digestao de um pi asm f- 
deo com enzimas de restrigao pode ser marcada utili- 
z an do a atividade polim erase 5-3' do frag men to Klenow 
da DNA polunerase 1 (protocolo 1). Este procedimento 
de marcagao pode ser imediatamente utilizado apos en¬ 
saio de digestao do plasmfdeo sem a purificagao previa 
do fragmento de interesse (sonda). As sondas de DNA 
podem ainda ser marcadas na extremidade 5 T utilizando 
a enzima T4 pol inucleot ideo cmase (protocolo 3). Ess a 
enzima catalisa a transference do y fosfato do ATP 
marc ado com i2 P para o grupo hidroxil 5 5 da sonda de 
DNA, porem, como a maioria dos t rag mentos obtidos 
por digestao corn enzimas de restrigao apresentam ain¬ 
da o grupo fosfato ligado na extremidade 5\ este deve 
ser reniovido utilizando-se a losfatase alcalina (proto¬ 
colo 2), pois some me as sondas de DNA desfosforiladas 
podem ser marcadas na extremidades 5’ pelaT4 pol inu¬ 
cleot ideo cinase. 

Protocolo 1 - Marcagao da Extremidade 3’ da Sonda dc 
DNA Utilizando DNA Polinicrase 1 (Fragmento Klenow) 
Fonte: Garabedian et aP (1994) 

Reagentes: 

- DNA contendo a sequencia regulatdria de interesse, 
ou seja, o plasmfdeo ou qualquer outro fragmento de 
nucleotfdeos que necessite scr clivado por enzimas de 
restrigao. 

- Tampao da enzima(s) de restrigao l()x. Este tampao 
norm aim cute acompanha a(s) enzima(s). 

- Tampao TE (Tris-EDTA) (Iris-HO a 10 mM, 
EDTA a 1 mM, pH 8,0). 

- Mistura de dc oxi nucleotide os-trifosfato concentra- 
do lOx em tampao TE (Tris-EDTA). Cad a deoxi- 
nucleosideo-trifosfato d ever a estar na concentragao 
de 2,5 mM, exceto aquele que sera utilizado para a 
marcagao,geralmente a adenosinaou citosina trifos¬ 
fato (dATP e dCTP}* 

- Enzima(s) dc restrigao apropriada(s) que scra(ao) 
utilizada(s) para isolar a sonda* 

- [a- z P] dNTPs a 3.000 Ci/mmol, 10 mCi/mL, ge- 
ralmente dATP ou dCTP. 

- DNA polim erase I (fragmento Klenovd) + tampao 
concentrado 10 x. 

- EDTA a 0,5 M, pi I 8,0* 




392 AndlisBs de RJVAj Proteinas e Metabolitos: Metodologia e Pncedimentos Ticnicos 


Metodo 

Obten^ao da Sonda 

1* Mis tux ar cm um rubo de micro ccntrifuga os scguin- 
tes reage ntea: 

DNA a ser digerido*,♦„♦.**.*„♦,**,♦,**.*♦*♦,****,**************.1 pg 
Tampao da(s) enzima(s) de restri^ao 

concentrado 10 x ..........1 pg 

H O bidcstikda au toclavada q.s.p.* . *. 10 pL 

Enzima (s) dc rcstri^aG.......*...............,.5 U 

2. Incubar a mistura a 37 <J C por 1-2 horas, on ate que 
o DNA seja completamente digerido podera ser vi¬ 
sit alizada por eletroforese cm gel dc agarose, 

Marca^ao da Sonda 

3, Misrurar cm um tubo dc microccntrifuga os segu ki¬ 
tes reagentea: 

DNA digerido.,....,............... .1 pg em 10 pL 

Tampao da Klenow* coneentrado 1 Ox.. 1 pL 

PTO bidestilada autoclavada q.s.p.......,.,..25 pL 

Mistura de nucleotldcos concentrado lOx.2,5 pL 

r„32pi UXJTP IHiiF 

DNA polimerase I (fragment o Klenow) ..20 U 

4* Incubar a mistura a temperatura ambiente por 10- 
15 minutos. 

5* Adidonar 1 pL dc EDTA a 0,5 M (pH 8,0), para 
finalizar a rea^ao. 

6. Remover o radiativo nao incorporado atraves de co- 
luna Sepbadex G50, con forme instru^oes do fabri¬ 
cate. 

7, Ressuspender o DNA marc ado em 20 pL de tam¬ 
pao de TE. 

=:: Tampao da Klcnow conccntrado IGx (500 mM dc 
Tris, 100 mM de MgCE, 10 mM de DTT, 0,5 pg/pL 
de BSA). 


Protocol*! 2 — Kcmocao do Griipo Fosfato da 
Extremidade 5* Util tea n do a Fosfatase Alcalina 
Fonte: Garabcdian et aL (1994) 

Reagent.es: 

- Fosfatasc alcalina* 

- Tampao da enzima fosfatase concentrado lGx. 

- Tam pao T E (10 m M de Tr i s -I IC1,1 m M de EDTA, 
pTl 8 , 0 )* 

- Tampao da enzima de restri^.ao concentradolOx. 

- Enzima(s) de restri^ao apropriada(s). 

DNA a ser digerido. 

- EDTA a 0,5 M pH 8,0. 

- Fenol:clorof6rmio:alcool isoannlico na proporfao 
de 24:24:1. 

- Clorofor mio: alcool isoamflico na propor^ao de 24:1, 
Metodo: 


Obtenfdo da sonda 


1 . Misturar em um tubo de microccntrifuga os reagentes: 


DNA a ser digerido.,.,,... 

Tampao da(s) enzima(s) dc rcstri^ao 


concentrado 1 Q X * .**.*.**.„.*.... 


H.,0 bidestilada autoclavada q.s.p.. 

Enzima(s) de restri^ao................. 


.*,,.10 pg 

.10 pL 

.*,100 pL 
.10-20 U 


2 . Incubar a mistura a 37°C por 1-2 boras, ou ate que 
o DNA seja completamente digerido a qua! podera 
ser acompanhada por visualiza^ao por eletroforese 
em gel de agarose. 


Remofao do Grupo Fosfato da Extremidade 5' 

3. Misturar em um tubo de microcentrifuga os seguin- 
tes reagentes: 


8 , Proceder ao isolamento da sonda por eletroforese cm 
gel dc agarose com baixo ponto de fusao (low mel¬ 
ting temperature) ou em gel de poli acrid ami da seguin- 
do sua purifiea^ao. Nota: Para proceder a puriftca<;ao 
da sonda consultar protocolos dcscritos cm litcratura 
adequada. 


DNA a scr digerido..,,.*. *,.*.*,.*....*.100 pg 

Tampao da enzima fosfatasc conccntrado lOx.10pL 

Fosfatase alcalina....... 0,1 U/pg de DNA 

4. Incubar a 37°C por 30 minutos. 

5. Adidonar 10 pL de EDTA a 0,5 M (pi I 8 , 0 ) e aque- 












Andiise das Proieinas Ligadoras de DNA por Ensaio de Alierafdo de Mobilidade Eletroforetka ... 393 


cer a 68 "C por 10 minutos, para final tzar a rea^ao. 
Deixar esfriar a mistura. 

6 . Extrair o DNA (sonda) primeiramente com 100 pL 
de feno1:clorof6rrmo:alcool isoamilico (24:24:1) e 
posteriormente com 100 pL de clorofdrmio:acool 
isoamilico (24:1). 

7. Precipitar o DNA com etanol e ressnspender o DNA 
precipitado em tampao TE que pode ser estocado a 

- 20 °C. 

Pnitoeolo 3 - Marca^ao da K-xtremitlaJe 5* da Sonda de 
DNA Utilizando T4 Polmueleotideo Cinase 
Fontet Garabedian et al. (1994) 

Reagentes: 

- DNA desfosforilado 0,2 mg/mL. 

- Tampao da cnzima T4 polinuclcotidco cinase 10x* 

- fy- 32 P] ATP a 7,000 Ci/mmol, 160 mCi/mL. 

- Tampao TE* 

- T4 polmueleotideo cinase. 

- Eeno1:clorotdrmio:alcool isoamilico na propot^ao 
de 24:24:1, 

Me to do: 

1, Misturar em tubo de microcentrifuga os reagentes: 


TE, aquecendo-os a tempo rat ura de 80 a 100°C por 
5 minutos, seguido do resfriamento lento da mistura a 
temperatura ambiente. 

Os oligonucleotideos podem ser de sen had os de ma- 
ncira apossuir sftios dc enzimas de restri^ao, o que per- 
mite que ele seja clonado, gerando um estoque desses 
oligonucleotideos para poster lores experimentos. 

Como os oligonucleotideos sao gcralrncntc sintc- 
tizados sem o grupamento fosfato na extremidade 5', 
podem ser diretamente marcades utilizando a T4 poli- 
nucleoddeo cinase e ATP (protocolo 4). 

Protocolo 4 - Marea^ao de Gligonucleorideos Sinteticos 
Utilizando a T4 Polinuclcotidco Cinase 
Fonte: Garabedian et ah (1994) 

Reagentes: 

- Oligonuclcotfdco sintetico dupk fira (10 pmol/pL)* 

- Tampao da cnzima T4 polinuclcotidco cinase eon- 
ccntrado 10 *> 

- [y-^PJ ATP a 7.000 Ci/mmol, 160 mCi/mL. 

- Tampao TE* 

- T4 polin uc Ico ride o cinas c. 

- Fcnobcloroformio ( 1 : 1 ), 

“ Coluna Sephadex G50. 


DNA desfosforilado (0,2 mg/mL)......10 pL 

Tampao da enzima’T4 polmueleotideo cinase 10 x ..**2 pL 

H .O bidestilada autockvada q.s.p.*.20 pL 

[y- 32 P] ATP.........1-2 pL 

T4 polinucletidco dnasc.*.*.*.10 U 

2. Incubar a mistura a 37°C por 30-60 minutos. 

3. Adtcionar 80 pL do tampao TE para finalizar a rca- 
£ao, 

4. Extrair o DNA (sonda) com 100 pL de fenol: cloro- 
formio: alcool isoamilico (24:24:1), 


5. Remover o radiative nao incorporado por meio de 
coluna Sephadex G50, conforme instru^oes do fa- 
bricante. 

Marca^ao da sonda de DNA obtida a partir de oli¬ 
gonucleotideos sinteticos - os oligonucleotideos sinte- 
ticos sao geralmente si nte tizados como fitas com pie¬ 
men tares de DNA que devem ser uni das de manetra a 
formar a dupla fita de DNA, a fim de serern utilizadas 
no EMSA. Este processo de hibridiza^ao (anelamento) 
das litas pode ser feito misturando quantidade equimo¬ 
lar es dos oligonucleotideos ressuspendidos em tampao 


Metodo 1 


1 . Misturar em um tubo de microcentnfuga os seguin- 
tes reagentes: 


01 igonucleotideo sintetico (10 pmol/pL.1 pi, 

Tampao da enzimaT4 polmueleotideo cinase coneentra- 

[y- 32 P] ATP a 7.000 Ci/mmol, 160 mCi/mL. 1-2 fiL 


14 polinuclcotidco cinase*...10 U 

H.O bidcstilada autockvada q.s.p*..20 pL 

2. Incubar por 30-60 minutos a 37 y C. 

3. Adicionar 80 pL de TE e aque^a a 68 °C por 10 mi¬ 
nutos para finalizar a rca^ao dc marca^ao. 


4. Remover o radiative [y- P] ATP nao incorporado 
utilizando colunas Sephadex G50. 


Metodo 2 

1 . Misturar em um tubo de microcentrffuga os reagentes: 
Oligonudeotideo sintetico (10 pmol/pL)..... 1 pL 
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Tampan da enzimaT4 polinudeotideo dnase 10x.2 fiL 

[y- 32 P] ATP a 7.000 Ci/mmol, 160 mCi/mL.1-2 pL 

T4 polinucleotideo cinase...10 U 

LTO bidestilada autoclavada q.s.p. ......pL 

2 . Incubar per 60 minutos a 37X7 

3. Ad icionar 80 pL de TE/ 0,1 M-NaCl. 

4. Extra!r o DNA (sonda) com 100 pL dc fcnol: cloro- 
formio ( 1 : 1 ). 

5. Remover o radiative [y- ' 2 P] ATP nao incorporado, 
utilizando colima Sephadex G50. 

Etapa 2 

Preparo do Extra to Proteico Total ou Nuclear 

O extrato de proteinas a ser utilizado no EMSA 
pode ser tanto total quanto nuclear, e ext stem algutnas 
vantage ns na utilizado de um ou de outro. A utiliza^ao 
de extratos nuclcarcs re suit a na detec^ao de proteinas 
ligadoras de DNA (fatores de transcri^ao) restritos do 
nucleo, e e claro as que tern maior poteneial de liga^ao 
ao DNA cromossomico. Entretanto, a utillza^ao de ex¬ 
tratos totais podc rcvelar proteinas que podem ligar-sc 
ao DNA que estariam no dtoplasma c que sao trans- 
loeadas para o nucleo em respostas a certos estimulos. 
Esta transloca^ao de proteinas ligadoras de DNA do 
dtoplasma para o nucleo podc scr cstudada por com- 
para^ao dc um EMSA rcalizado a partir dc um extrato 
total e de um nuclear. 

O extrato total e mais facil de ser obtido, pois requer 
me nos etapa s de prepara^ao, sendo scu uso favoravel 
para tecidos cm que muitas etapas de manipula^ao po¬ 
de riain acarretar perdas ou danos do conteudo proteico. 
O extrato total e tambem re co mend ado para amostras 
congeladas, pois o processo de congelamento causa da¬ 
nos na me mb ran a nuclear com perda da integridade do 
nucleo, impedindo assim a prepara^ao de um extrato 
nuclear. 

Os extratos proteicos podem ser preparados a partir 
de celulas ou tecidos sendo prime!ramente necessario: 

Para celulas aderidas: 

— Desprezar o meio de cultura e lavar as celulas duas 
vezes com PBS. 

— Ad icionar 5-7 mL de PBS, remover as celulas aderi- 
das e transferir para um tubo conico e centrifugal as 
celulas a 750 x g por 5 minutos a 4°C. 

— Proceder a extra^ao proteica total ou nuclear eon- 
forme caso. 


Para celulas cm su spens ao: 

- Transierir a suspensao de celulas para um tubo co¬ 
nico e centrifugal a 750 x g por 5 minutos a 4°C. 

Retlrar o sobrenadante e ressuspender o sedimento 
com PBS e novamcure ccntrifugar as celulas a 750 * 
gpor 5 minutos a 4°C. 

~ Proceder a extra^ao proteica total ou nuclear conibr- 
me caso. 

Para tecidos: 

- Remover o tccido c cortar cm fragmentos pcque- 
nos* Lavar duas vezes cm PBS c congclar cm N, 
iiquido. Colocar os peda^os em urn gral e triturar 
com o pistilo. Nota: tanto o gral quanto o pistilo 
devem cstar gel ado (-70°C). Ressuspender o mate¬ 
rial triturado cm PBS gel ado e transfer! r para um 
tubo conico (15 mL). Centrifugar a 1.000 xg por 5 
minutos. 

- 14'occdc r a extras ao p ro tci ca to tal ou nuc Icar co nfo r- 
me caso. 

Extra^ao dc proteinas totais - o extrato total podc 
ser obtido utilizando-se o Protocolo para extrapao de 
proteinas totais descrito no capitalo 23. 

Extra^ao dc proteinas nucleates - a extra^ao dc pro- 
tclnas nuclcarcs podc scr feita conformc descrito nos 
protocolos 5 e 6 . 

Nota: Usar tod as as solu^oes de extrafao geladas e man- 

ter as amostras no gelo durante todo o procedimento. > 

Protocolo 5: Preparo do Extrato Proteico Nuclear 
Fonte: Carvalho (1997) 

1 . Descartar o sobrenadante, ressuspender as celulas 
em 1 mL de tampao hipotonico (Quadra 34. 1 ) e 
transient para um tubo dc microcentnfuga. 

2. Sedimentar as celulas por centrifuga^ao ( 12 . 000 x g , 

15 segundos). 

3. D cs car tar o sob rc n adan tc, rcssuspe n dcr o sedi in c n to 
em 400 pL de tampao hipotonico e manter em gelo 
por 10 minutos. 

4. Adicionar Nonidct P-40 ( 0 , 1 %) ou Igcpal CA-630 
(0,1%) para lisar as celulas e agitar cm vdrtice por 30 
segundos a velocidade maxima. 

Nota: Usar: 40 pL dc Nonidct P-40 a 1% cm H20 ou 
40 pL Igcpal CA-630 a 1 % em H 2 G. 

5. Centrifugar a 12.000 x g por 30 segundos, obtendo- 
se assim a fra^ao nuclear (sedimento) e a fra^ao ci- 
to plasmatic a (sobrenadante). 

6 . Re tir ar a If a<; ao cit opia sm a tic a e gu ar d ar caso se jade 
interesse. 
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7. Lavar o sedimento nuclear com 100 pL de tampao 
hipotonico, sem que seja quebrado. 

8. Res suspender os nucleos em 100 pL de tampao de 
extra^ao nuclear (Quadro 34.2) c incuhar por 30 
minutos em gelo, 

9. Centrifugal - a 12.000* g por 30 minutos a 4C, sen- 
do o sobrenadante o extrato nuclear. 

10. Aliquotar o extrato nuclear c cstocar a -70X1 

Xota; Fazer quatro al(quotas de 20 pL cada e tres 
de 5 pL para quantifieacao de proteina. Os metodos 
de quantilica^ao de proteinas estao descritos no ca- 
pitulo 20. 


Quadro 34,1 - Tampao hipotonico. 


Concentra^ao final 

S olii£ ao - esto que 

p/100 mL 

HEPES, pH 7,9 

50 mM 

20 mL 

KC1 a 10 mM 

25 0 mM 

4 mL 

EDTA a 0,1 mM 

0,5 M 

20 pL 

EGTA a 0,1 mM 

50 mM 

20 pL 

Adicionar na bora do use: 

Conccntracau final 

Sid - esto q ue 

p/lOmL 

DTT a 1,0 mM 

100 m M 

100 pL 

PMSF a 1,0 mM 

200 mM 

50 \iL 

*2 pg/mLde ap rot in in 

2 mg/mL 

10 pL 

*2 pg/mL de Leupeptina 

2 mg/mL 

10 pL 

"2 pg/mL de Pepstatina 

2 mg/mL 

10 pL 


* Os tres inibidores de proteases podem ser preparados separada- 
mente ou juntos. 


Quadro 34*2 — Tampao 

de Extra^ao Nuclear. 


Cone entrap an final 

Solupao -esto que 

p/ 20 mL 

HEPES a 20 mM, pH 7,9 

50 mM 

2 mL 

NaCl a 0,4 M de 

5 M 

1,6 mL 

EDTA a 1,0 in M 

0,5 M 

40 pL 

EGTA a 1,0 mM 

50 mM 

400 pL 

Adicionar na bora do uso^ 

C oneentra^ao final 

Solupao-esto que 

p /1 mL 

DTT a 1,0 mM 

100 mM 

10 uL 

PMSF a 1,0 mM 

200 mML 

5 |_iL 

2y j.g/mL dc Aprotinma 

2 mg/mL 

1 pL 

2pg/mL dc Leupcptina 

2 mg/mL 

10 ilL 

2pg/mL de Pepstatina 

2 mg/mL 

10 ilL 


O extrato nuclear tambem pode ser obtido con forme 
descrito no proto colo descrito a seguir. 

Protocol© 6: Freparo do Extrato Proteico Total ou 
Nuclear 

1. Desprezar o sobrenadante e adicionar 400 pL do 
tampao A (Quadro 34.3). 

2. Agitar o tubo suavemente para res suspender (man- 
ter o tubo a 4°C). 

3. Deixar em repouso a 4°C por 10 minutos. 

4. Transient para o tubo de microoentnfuga, 

5. Agitar em vortice para romper as me mb r anas. 

6. Centrifugal em microcemrifuga (spin) por 10 se- 
gundos a vcloeidadc maxima, 

7. Descartar o sobrenadante. 

8. Ressuspender o sedimento em 100 pL do tampao B 
(Quadro 34.4), 

9. Incubar no gelo por 20 minutos. 

10. Ccntrifugar a 12,000 * gpor 2 minutos a 4°C. 

11. Cole tar o sobrenadante, aliquotar c estocar a -7(TC.. 

Nota: Fazer quatro al (quotas dc 20 pL cada, c tres dc 5 
pL para quantifieacao de proteina. Os metodos de quan- 
tifica^ao de protein as estao descritos no Capitulo 20, 


Quadro 34.3 — T ampao A, 


Concentra^ao final 

Solii^ao-estoque 

p/ 100 mL 

10 mM dc HEPES 
KOIi pH 7,9 

0,1 M 

1 mL 

1,5 mM de KC 

1M 

0,1 mL 

10 mM de MgCl2 

0,1 M 

150 pL 

0,5 mM de DTT 

500 mM 

L0 pL 

0,2 mM de PMSF 

0,1 M 

20 pL 

H,0 bidestilada auto- 
clavada 

— 

q.s.p. para 10 mL 


Quadro 34,4-Tampao B. 


Concentra^ao final 

Sol ao -e stoq ue 

p/ 100 mL 

20mM dc HEPES 
KOH, pH 7,9 

0,1 M 

2 mL 

420 mM dc NaCl 

1 M 

4,2 mL 

1,5 mM dc MgC! 2 

0,1 M 

150 pL 

0,2 mM dc EDTA 

20 mM 

100 nL 

Glice rot a 25% 

100% 

2,5 mL 

0,5 mM dc DTT 

500 mM 

10 nL 

0,2 mM dc PMSF 

0,1 M 

20 |uL 

H ,0 bid ey til ad a mito- 
clavada 

2 mg/mL 

q.s.p. para 10 

mL 
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Reafdo de Ligacdo e FJetroforese do Complexo 
Proteina-DNA 

Uma ampla varied ade dc parametros podc in- 
flucnciar na intera^ao proteina-DNA c assim afctar o 
resultado do EMSA. Como cxcmplos temos cations 
mono (Na + e K') e divalentes (Mg* # ), pH, deterge ntes 
nao ionicos (Nonidet P-40) temperatura e tempo de 
liga^ao, concentraqao de proteina e tipo e concentra- 
£ao de DNA competidor. Em adi^ao, a composi^ao 
do gel pode alterar significativamente o resultado do 
EMSA, Assim, cada um dcstcs parametros devera scr 
cstudado separadamente, dc mancira a cstarem adc- 
quados, 

Baixas concentrates de sals (< 150 mM dc NaCl 
ou KC1) tendern a favoreeer a interafao proteina-DNA 
e a formaqao do complete, e, contrariamente, a It as 
concentrates de sais facilitam a dissociafao. Ainda, 
baixas quantidades de deterge rites nao ionicos, tais 
corno Nonidet P-40 (0,5-0,05%), podem “quelar” pro¬ 
tein as (album ina fetal bovina e insulin a) e poll am in as, 
o que favorece a estabilidade do eomplexo proteima- 
-DMA* A seguir, estao descritos a 1 guns exe triples de 
tampoes de liga^ao proteina-DNA utilizados e cm 
segoida um Protocolo de rea^ao de liga^ao protema- 
-DXA (protocolo 7). 

A adi^ao de um competidor de DNA nao especi- 
fico na rea^ao de iigaqao proteina-DNA e import ante 
quando se esta tentando selecionar uma unica protei¬ 
na de ligacao em um vasto numero. Os mais cornu ns 
dos competidores de DNA utilizados sao os copoii- 
meros sinteticos como poll (dl-dC) ou poll (d A-dT). 
Sequencias heterologas tais como DNA de E. coli , 
DNA de esperma de sal mao tambem podem ser utili- 
zadas, porem devido a sens inumeros sitios de ligacao 
podem reduzir a quantidade de eomplexos protein a s- 
DNA cspccificos. 


Etapa 3 

Protocolo 7 - Rea^ao de Ligacao Proteina-DNA 
Fo liter Gar abed ian cr ah (1994) 


Reagentes: 

- Tampao dc ligacao proteina-DNA 2 x + 

- DNA de esperma de salmao (5 mg/mL). 

- Poli (dT/dC ou dA/dT) (1 mg/mL). 

- Tampao de amostra (TBE concentrado 0,5x, glice 
rol a 10%, azul de bromofenol a 0,25%), 


- Extrato de proteina total ou nuclear. 

- Sonda mar cad a radiativamente com 2 P contendo o 
sitio de interesse. 

Nota: 45 mM de Tris-borate e 1 mM de EDTA (tam¬ 
pao TBE). 


Metodo 


1 . Misturar em um tubo de microcentifuga os segulu¬ 


tes reagentes: 

Tampao de ligacao proteina-DNA 2x......10 pL 

DNA competidor nao espcdfico: 

DNA dc esperma de salmao ou timo.1,2 pL 

ou 


Poll (dl/dC ou dA/dT) 



Extrato de proteina total ou 

nuclear, 1 a 10 mg cm volume maxi mo dc ——10 rnL 
H,G bidestilada q.s.p...10 mL 

Nota: No quadro 34.5, tem-se descrito varias possibilida- 
dcs dc obten^ao dc tampao dc ligacao proteina DNA 2 X . 


2 . Incubar a mistura por 5-10 minutos a temperatura 
ambiente (2233). 

3. Adicionar 1 pL da sonda marc ad a com T (1-10 
pmol com aproximadamente 5.000 a 50.000 c.p,m. 
de contagem radiativa — contador beta) e incubar 
por 5-30 minutos a temperatura ambiente ( 22 °C). 

4. Adicionar 2 pL dc tampao dc amostra em cada rea^ao 
de ligacao e man ter em gelo ate sua aplica^ao no gel. 

Nota: Recomenda-se aplicar as amostras imediata- 

mente no gel evitando deixa-Ias muito tempo em gelo. 


Uma vez forma do o eomplexo proteina-DNA, a mo- 
bilid ade deste em gel de poliacrilamida nao desnaturante 
e determ in ada pelo sen tarn an ho, carga e con form a^ao* 
Uma batxa ton; a ionic a do tampao de corrida (TBE con¬ 
centrado Q,25-0,5x) pode estabilizar o eomplexo pro¬ 
tein a-DN A, assiin como alter a^oes na percent agent do 
gel de poliacrilamida, pTI, for 9 a ion tea do tampao/gel ou 
temperatura podem melborar ou prejudicar a mobilidade 
do eomplexo ou ainda ate mesmo re velar novas inter apoes 
proteina-DNA. A prepara^ao do gel de poliacrilamida 
nao desnaturante, 0 prepare das amostras e acondi^ao de 
corrida do EMSA estao descritas no protocol o 8 . 
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Quadro 34*5 - Diferentes tampdes de liga^ao proteina-DNA 2 X . 


Tampao de liga^ao A - 2x 

Tampao de liga^ao B -2x 

Tampao de liga^ao C - 2* 

Tampao de liga^ao I) - 2x 

40 mM 4c Tris-HCl (pH 7,9) 

40 mM dc Tris-HCl (pH 7,9 

20 mM dc HEPES (pH 7,9) 

20 mM dc Tris-HCl (pH 7,5) 

100 mM 4 c NuCJ. 

100 mM 4c NaCI 

100 mM 4c KC1 

100 mM dc KCI 

Gliccrol a 20% 

4 mM de MgCf 

Gliccrol a 20% 

Gliccrol a 20% 

0,2 mM dc DT F 

2 mM dc EDTA 

Gliccrol a 20% 

Gliccrol a 20% 

de Nonidet P-40 a 0,2% 

IQOpg/mL de BSA 

0,2 mM dc EDTA 

1 mM dc DTT 


Etapa 4 

Pfotocolo 8 — Prep am do Gel de Poliacrilamida 
Nao Desnaturante, Preparo e Aplica^ao das Amostras 
Fontci Garabcdian et aL (1994) 

Reagent es: 

- Solu^ao-estoque de aerikimda/bisacrilamida 30% - 
propor^ao 30:1. 

- Tampao TBE concentrado 0,5^ (45 inM de Tris- 
-borato e 1 mM de EDTA). 

- Fersulfato de ainonio a 10%. 

- TEM ED - X , N, N \ N” -Tctra me tile tile n odiami na. 

Me to do 

Nota: As instru^oes sobre os equipamentos utiliza- 
dos cm eletroforeses, bem coino a montagem da cuba 
de eletroforese e das placas de vidro necessarias para o 
preparo do gel podem ser obtidas no capitulo de 23. Re- 
comenda-se o uso de cub as grand es de forma que o gel 
ten ha tambem uma grande dimensao espeeificamente 
em compel mento para garantir uma boa separa^ao do 
complexo proteina-DNA. 

L Montar o gel dc poliacrilamida cm urn tubo conieo 
(50 mL) cscolhcndo a percentagem dc gel mats ade- 
quada para o tamanho do complexo proteina-DNA 
a ser formado. Xo quadro 34.6 encontramos os vo¬ 
lumes de cada reagente para o preparo dc 40 mL de 
gel nas diferentes porcentagens dc poliacrilamida. 

Nota: Caso sc dcsconhc^a o tamanho do complexo pro¬ 
teina-DNA form ado, recomenda-se utilizar urn gel de 
poliacrilamida de 6% (Quadro 34.6). 

2. Deixar o gel polimerizar entre as placas de vidro 
pclo tempo mini mo dc 1 bora, 

3. Colocar o gel de poliacrilamida em Cuba de eletro¬ 
forese apropriada e preenche-la com o tampao de 


corrida (TBE concentrado 0,5x) ? de forma a cobrir 
totalmcntc o gel, evitando a forma^ao dc bolhas. 

Nota: Caso ocorra a forma^ao de bolhas, retira-las 

com o auxilio de uma pipeta Pasteur ou uma seringa. 

4. Realizar uma p re-corrida do gel por cere a de 60 a 90 
minutos a temperatura ambiente a 200 V ou a 4°C a 
350 V. Nota: a corrente eletrica nestas eon didoes de- 
vera oscilar entre 10 e 25 mA. Durante apre-corrida, 
altera^oes do pH e fort:a idnica do tampao podem 
ocorrer, assirn recomenda-se realizar a pre-corrida e 
a corrida propriamente dita com recircula^ao de tam¬ 
pao. Caso o sistcina de eletroforese nao permita esta 
recircula^ao, a troca do tampao entre a pre-corrida e 
a corrida necessaria para garantir um padrao correto 
de migra^ao do complexo proteina-DNA. 

5* Aplicar 10 pL dc cada amostra (mistura dc rcagao) 
cm cada po^o do gel dc poliacrilamida submetendo- 
-as a eletroforese cm 200 V (temperatura ambiente) 
ou 350 V (4°C) por 1 a 2 boras, ou ate que o corante 
azul dc bromofcnol (marcador dc migra^ao clctro- 
forctica) atinja o final do gel. 

6* Ao termino da corrida, retirar as placas da cuba de 
eletroforese e marcar o local dc aplica^ao de sua 
primeira amostra. Posteriormente, retirar os espa^a- 
dores das placas e abri-ias cuidadosamente com o 
auxilio de uma espatula. 

Nota: Caso durante estc pro cedi men to o gel enrugue 

ou dobre, utilizar 1LO bidestilada para estica-lo* 

7* Sobre o gel dc poliacrilamida que cstara ainda sobre 
umas das placas dc vidro, colocar um peda^o dc pa- 
pcl Whatman dc 3 MM dc tamanho similar, 

8. Cuidadosamente, retirar o papel sobre o qual o gel 
de poliacrilamida devera estar aderido, e cubra-o 
com um pedaco de piastico lino (comumente utili- 
zado para cobrir aiimentos). 
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Nota: O plastico devera cobrir apenas a parte cxposta 
do gel e nao atras do pap el de Whatmann, pois as aim 
prejudicara o processo de secagem do gel. 

9. Secar o gel a 80°C sob vacuo por 30 a 90 minutos. 

Nota: E extrema me nte importante que o gel esteja bem 
scco para sc proccdcr a revel agao-visualizagao do com- 
plexo form ado. 


Quadro 34.6 — Prepare dc gel de Poliacrilamida (%). 


Solugoes-estoque % 

4,0 

6,0 

8,0 

Acrtlatnida n 30% (mb) 


8,0 

10,75 

H 2 0 buiestilada (mL) 

29/7 

27,0 

25,25 

TBE concert trade 5x (mL) 

4,0 

4,0 

4,0 

Persulfate de arnonio a 10% (mL) 

0,4 

0,4 

0,4 

TEMED (|aL) 

40 

40 

40 


Revelaf do ou Visualizafdo do Complexo Profeina- 
DNA Fo rm a do 

Para a visual izagao do complexo form ado, o gel seco 
pode ser expos to ern urn phosphor screen por 12-24 boras, 
sen do o sinal obtido com o uso de equip amen to especi- 
iico ou ainda o gel pod era ser autorradiografado, sendo 
expos to a uma pelicula fotografica (filme de raios X) por 
12-24 boras e revel ado em proce sso normal. O resulta- 
do deste expert men to pode ser visto na figura 34.3, 

EMSA-Algumas Considera^oes 

O EMSA, conforme me nc ion ado, constitui-se tarn- 
bem em uma ferramenta importante para analise da ati- 
vidade de fatores de transcrigao in vitro , pois estes sao 
protein as reguladoras que se ligam as sequence as acentu- 
adoras (intensificadoras) do DNA, promovendo a trans¬ 
crigao genica. Estas proteina s auxiliares da transcrigao 
exercem papei central na regulagao da express ao genic a. 

Os tatores de transcrigao compreendem uma am pi a 
categoria de protein as exigidas pel a RNA polim erase II 
para iniciar o proce sso de transcrigao. Apcsar dc muito 
heterogene as } cstas proteina s, em gcral, constituent-sc 
de pelos me nos dois dominios funcionais principals: 
uma regiao da proteina para a ligagao ao DXA e outra 
para a arivagao da transcrigao por intcragao com outros 
co mpon entes da m a quin aria tra user icio nab 

Os fatores dc transcrigao cstao classificados cm dois 
tipos principals: 

1. Fatores gerais de transcribe - sao necessaries para 

a expressao de todos os genes transcritos pela RNA 


polimerase TI, con sti Inin do a maquinaria basic a de 
transcrigao de tod as as celulas, como, per exemplo, a 
proteina que se liga ao sitio TATA box (TBP). 

2. Fatores de transcrigao adicionais ou especificos - sao 
responsaveis pda regular ao da expressao de genes- 
-alvos, ou seja, aqueles que apresentam sequencias 
consenso especificas para estas protemas. No quadro 
34.7 podemos observer alguns exemplos dcsta sc- 
gunda das sc dc fatores dc transcrigao. 

Muitos fatores dc transcrigao tem sido identificados 
em celulas eucarioticas e alguns desses amplamente es- 
tudados, como e o caso do fator de transcrigao NF-kB. 


Quadro 34*7- Exemplos dc fatores dc transcrigao cspccifi- 
cos c sitios dc ligagao no DNA. 


Fator de transcrigao 

Sitio de ligagao consenso 

Fator Sp 1, do ingles Specificity 
protein 

CCCCCC 

Fator C/EBP, do ingles CCA- 
A T/trnha n err hi n ding pro ted n 

CCA AT 

Fator API, do ingles Act water 
protein 1 (API) 

TGACTCA 

Fatores OCT-1 e OCT - 2, do 
i ngle s Ociamer hin ding proteins 

ATGCAAAT 

Fatores El2, E47, E2 - 2, do 
ingles E-box binding proteins 

CANNTG* 

Fator NFic-B, do ingles Nuclear 
factor k-B 

GGGAATTTCC 


N = qualquer nucleotideo. 


Identilicacao das Protcinas Ligadoras de 
DNA pela Adi£ao de Anticorpos Especificos 
ao EMSA 

Pode-se verificar se a band a 44 retard atari a” detec ta- 
da no EMSA, esta relation ada a determinada proteina 
dc inter esse por me to dc um ensaio conhccido como an¬ 
tibody super shift assay. Neste ensaio, incuba-se o lisado 
proteico (extrato total ou nuclear) primeiramente com 
o anticorpo cspccffico da proteina que sc quer identi- 
ficar c postcriormcnte com a sonda marcada* Caso o 
anticorpo especifico recon beg a a proteina ligadora de 
DNA, ocorrcra a for mag ao de um complexo anticorpo- 
-protcina-DNA {supershift) com migragao mats lenta 
que o complexo protema-DNA. Caso o anticorpo utili- 
zado ligue-se ao sitio da proteina (fator de transcrigao), 
essential para sua ligagao ao DXA, ocorrera o desapa- 
recimento da ban da Vetardataria’, devido a nao fo rm a- 
gao do complexo proteina-DNA. 
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Verifica^ao da Especificidade do Complexo 
Protema-DNA pela Adif ao de Excesso em 
Molaridade de Fragmentos de DNA Nao 
Marcados 

A especificidade da sequencia de DNA do com¬ 
plexo protema-DNA pode ser testada por competipao 
da ligapao da protema com os mesmos fragmentos de 
DNA utilizados como sand a, porem nao marcados 
radiativamente. Se um excesso em molaridade destes 
fragmentos for adicionado na reapao de ligapao, muito 
desta protema se ligara a este fragmento de DNA nao 
marcado, assim menos proteina da mistura de reapao 
estara disponivel para ligar-se ao DNA marcado {son- 
da), resultando na redupao ou eliniinapao da band a cor¬ 
respond cn te ao complexo formado. 

Avalia^ao da Atividade de Fatores de 
Transcri^ao In Vitro ? pela Adipao de 
Ligantes em Potential 

Algumas proteinas ligadoras de DNA sao recep- 
tores de sub stand as endogenas como, por exemplo, os 
re cep tores para acido retinoico e os receptores para es- 
teroides, A ligapao de tais sub stand as a este s receptores 
os capacita a desempenhar o papel de fatores de trans¬ 
crip ao, conhecidos corno fatores de transcripao ligante 
dependente, ou seja, que dependem da presenpa de um 
ligante/ativador (substancia endogena) para iniciar o 
processo de transcribe e para que estes adquiram con¬ 
form apao adequada para ligarem-se ao DNA. Assim, a 
adipao de ligantes ao meio de cultura de celulas, antes 
do preparo do extrato proteico, ou no momenta da rea- 
lizapao da reapao de ligapao proteina-DNA, pode per- 
mitir a avaliapao da atividade de fatores de transcripao 
in vitro . 

Outras Fontes para Obtenpao dc 
Informapoes sobre EMSA 

A internet constitui hojc a ferramenta rnais ampla- 
mente utilizada cm pesquisa, nao somente bibliografica 
mas tambem como fontc dc consulta para a obtenpao dc 
proto colos c csclarcdmcnto dc duvidas* Existcm varios 
sites, nos qua is inforrnapocs sobre EMSA podem scrcn- 
contradas, incluindo os citados abaixo: 

- http://www. protocol-online. org/prot/Molecular_Bio- 

logy/ DNA- Pro tein_I nteractions/B and _Sliift_Assay/ 

— http://www.bio.com/protocolstools/protocol. 

jhtml?id=p511 


- http://www. bio, com/protocol stool s/pro to col, 
jhtml?id=p!134 

- 1 1 ttp: //www. pharma, ethz. ch/institute_gro up s/bioma- 
crom ol ecule s/p rotocols/b andsh ift 

- http://www* scic ne cb o ard. nc t/r c s o ur c c s/p ro toe o 1 s * 
asp? ac tio n=articlc&pr o tocol_id=73dccriteria= 

- h ttp ://e n. wi ki ped isut >rg/wi ki/B a ndsh i ft _ass ay 

h ttp://www* mo 1 ecul ars tati on. com/protcj col-li n ks/ 

- h ttp Jfb iowww* n et/detai1-1022, h tm 1 

Ensaio para a Detecf ao da Interap ao 
DNA-protema Baseado em ELISA 

Uma outra forma de se estudar a atividade de fatores 
de transcripao e usando-se a tecnica de ELISA, ja hem 
estabelecida, para detectar a interapao de proteinas a 
uma sequencia especifica dc DNA. Esta e uma aborda- 
gem rclativamcntc nova, comercializada por empresas 
que fornecem reagentes e kits da area de biologia mole¬ 
cular. Esta tecnica representa uma alternativa rapid a e 
simples para o uso do EMSA* 

O prinripio da tecnica c o mesmo do EMSA, 
com a vantage in dc empregar volumes mcnorcs exata- 
mente por ser baseado no ensaio de ELISA. O ensaio 
e realizado em placas de 96 escavapoes. As bases das 
cscavapocs cstao rccobcrtas com duplas fit as dc DNA 
contcndo a sequencia dc ligapao do fator dc transcrip ao 
em estudo. Este fator, uma vez ativado dentro da celula, 
reconhece sua sequencia consenso pre sente nas fit as de 
DNA as qua is se liga. Este complexo e reconhecido por 
um anticorpo primario especffico para o fator de trans- 
cripao em estudo. Na sequencia, o anticorpo primario e 
reconhecido por um secondario acoplado a peroxidase 
de rabanete. Por firn, e determinada a intensidade de cor 
produzida apos a adipao do substrata da peroxidase e 
feita a analise comparativa ao controls. O procedimento 
complete leva cm tor no dc 3 a 4 boras. 

A figura 34.4 esquematiza a sequencia dc c tap as ne¬ 
cessarian para a realizapao da tecnica. O uso de extratos 
celula res diferentes (nuclear, total, citaplasmatico) per- 
mite abordagens diferentes na investigapao da ativapao 
dc fatores de transcripao. 

Apesar dc ser uma tecnica dc facil cxccupao, a ob¬ 
tenpao dos resultados nao e tao simples. Como o con- 
trole do tempo de reapao da enzima com seu substrata 
c manual, pequenas variapocs ncssc intervalo podem 
refletir cm grandes diferenpas na Icitura dc varias amos- 
tras do mesmo grupo. Por is so, e necessario realizar os 
experimentos, no mfnimo, em triplicates. 
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Controls 


C S A 



Figura.14.1 - FdV'lSA para o NFk-H em celulas RINin.SF (linhagem seererora de insulina), For am preparados extraros micl cares de 
celul as R FNm5F controle (C) T ccluks RINtn5F-MnSOD sense (S) c celulas RTNtri5F-MnSOD antisense (A) apds 1 hora de cxposi^ao 
a IL-lp (600 U/mL) on a uma mistura de citocinas (IL-lp - 60 U/mL; INF-y - 14 U/mL; TNF-oc. — 185 U/mL), Cinco microgramas 
de extrato proteiico celular foram incubidos com dligos marcados com 32 representando a sequencia consenso de Iiga^ao do NFk-B 
no DNA (Azevedo-Martins et al. t 2003)* 



de transit;no especifico 




Fator de transit ao 


Incubagao com o 
primeiro anticorpo 
e lav age m 




anticorpo e 
lava gem 


> 


Figura 34.4- Desenho tsquematko das efapas de realiza^ao do ensaio para a detec;ao da Snteragao DNA-protdna baseado cm ELI¬ 
SA. O extrato celular ou nuclear e adicionado sob a sequencia consenso do fator de transcri^ao presente nas fitas de DNA na placa de 
ELISA. Em seguida, a placa e lavada e adiciona-se o anticorpo primario. Apos nova incubagao e lavagem, o anticorpo secundarto e 
acre see nr ado. Posteri ormetite, a placa e nova men re lavada e ad Scion ado o subs era to com subsequent deteegao. 
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lntrodu^ao 

As cnzimas cstao prcscntcs cm to dos os tccidos c 
fluidos biologicos. Enquanto as cnzimas intracclularcs 
participam do conjunto dc rca^ocs das divcrsas vias mc- 
tabolicas, as cnzimas presenter na membrana pi asm at i- 
ca regulam as rea^oes no interior das celulas em respos- 
ta aos sinais extracelulares e as enzimas extracelulares 
co mo algumas presentes no si sterna circulatorio, sao 
responsaveis pela regular ao do proeesso de coagula^ao 
sanguine a* 

Dcvido ao scu pap cl na manutcncao da vida, o es- 
tudo da regula^ao c da atividade das cnzimas tem-se 
tornado urn elcmcnto-chavc no diagnostico clinico, na 
terapeutica e no avan^o da ciencia* Nas doen^as de te- 
cidos e organs, pode haver altera^des na permeabilidade 
da membrana, on morte celular e, com is so, enzimas 
dos tecidos difundem-se para o plasma sinallzando al- 
gum tipo de doen^a. 

0 nome enzima prove m de in yeasts, no qual se sus- 
peitava que as catalises biologic a s estivessem envolvi- 
das com a fermenta^ao do aquear em akool. A primeira 
descoberta foi feita por Payen e Persoz, em 1833, qnan- 
do encontraram uma substancia termolabil no predpi- 
tado do akool, extrato de make, que convert! a ami do 
em a^ucar, mais tarde denominada amilase. Pasteur em 
I860, postulou que as enzimas estariam associadas a es- 
trutura e a vida da celula. Somente eni 1926, Summer 
evidenciou que a estrutura enzimatica seria a de uma 
protein a a partir de estudos reaiizados com a urease 
cristalina obtida de feijao, Hoje, mais de milhares de 
diferenies enzimas sao conhecidas, nas quais muitas sao 
i sol ad as na forma pur a homogeneizada e centenas na 
forma cristalizada. 

Em 1894, Emil Eischer prop os o mo del o chave- 
-fechadura para explicar a a^ao enzimatica* A enzima 
erica ixa-se com o substrato especffico no sitio ativo, 


como uma chave e fechadura* Tanto a enzima quanto o 
substrato sofrem conforma^ao para o encaixe. Um mo- 
delo menos ngido foi proposto em 1958 por Koshland, 
cm que a enzima nao accita simplcsmentc o substrato, 
O substrato c distorcido para conforma^ao exata do 
cstado dc transi^ao, denominado cncaixc por induqao. 
Scja qual for o modclo, sabc-sc que ao com pic tar a rca- 
qao catalitica a enzima libera o produto e re torn a a sua 
forma original* 

A s enzimas sao extrema me nte eheientes e aceleram 
em media 10 9 a 10 12 vezes a vclocidadc da rea^ao ca- 
talisada, transform a ndo dc 100 a 1.000 molcculas dc 
substrato cm produto por minuto dc rcagao. Atuam cm 
concentrates muito baixas c cm condi^ocs suaves dc 
temperatura e pH. 

Como uma protema, a enzima apresenta blocos de 
constru^ao denominados de aminoacidos (Cap* 17). Al¬ 
gumas protefnas, tais como ribonucieases, quimiotrip- 
sina c tripsina, sao constitufdas ape nas dc aminoacidos, 
Outras cnzimas, alem dos aminoacidos, con tern com¬ 
ponents organ icos c inorganicos c sao denominadas 
de protefnas conjugadas. A peroxidase e a catalase sao 
exemplos de enzimas com estrutura conjugada e apre¬ 
senta m por firm a ferrica como cofator. 

A nomenclature mais utilizada para as enzimas e 
feita pela adi^ao do sufixo ase ao nome do substrato 
(chamada dc Nome Rccomcndado), ou scja, a molc- 
cula na qual a enzima cxcrcc sua a^ao catalitica. Neste 
caso, a enzima urease catalisa a hidrolisc da urcia cm 
amonia e CO ,. Em 1999, a Uniao Internacional dc Bio- 
quimica e Biologia Molecular (International Union of 
Biochemistry and Molecular Biology, IUBMB) propos 
a classificaqao das enzimas em sets classes principals, 
nas quais estao inclusas subclasses de acordo com o tipo 
de rea^ao catalisada. De acordo com esta sistematica, 
as enzimas sao designadas por um nome recomen dado, 
usualmente pequeno c apropriado para o uso diario, um 
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nome sistematico, o qual identifica a reapao catalisada, 
eum numero de classificapao, o qual e us ado quando 
uma identificapao precisa e necessaria. Como exemplo 
do novo sistema de class ificapao, considerar a reapao 
abaixo catalisada por uma enzima: 

ATP + creatina ADP + fosfccreatina 

O no me rccomcndado para csta enzima, o norm a 1- 
mente us ado, c creatlna cinase , c o nome sistcmatico, 
base ado na reapao catalisada, c ATPxreatina fmfo trans¬ 
ferase. Scu niimero de cl as si fi. capita c EC 2.7.3.2 r ondc 
EC represents Enzyme Commission y dad a pel a 1UBMB; 
o primeiro digito, 2, a classe {transferase) y o segundo 
digito, 7, a subclasse (fbsfbtransferase); a terceiro digito, 
J 7 a sub subclasse ern que a fbsfb transferase apresenta urn 
grupo nitrogenado como aeeptor; e o quarto digito, 2 y 
uma c matin a cinase, 

O cstudo da vclocidade das rcapocs cnzimaticas 
bem como os fa tores que as influenciam sao dcnomina- 
dos de cine tic a enzimatica. Em 1.913, a tcoria da apao c 
cine tic a enzimatica foi desenvolvida por dois cientistas 
chamados L. Michaelis e M. L. Menten, na qual uma 
reapao enzimatica pode ser expressa pelo esquema abai¬ 
xo, considerando-se apenas um substrate. 

E + s S 1 _+ E + P 

tiJtiwu tih5tr*li> azimn ratO * rizitni rmliictt 

A partir do modclo de reapao prop os to por estes 
pcsquisadorcs, dcscnvolvcu-sc uma cquapao que per mi¬ 
te demonstrar como a vclocidade de uma reapao varia 
cm funpta da concentrapao do substrate, a estes para- 
metros relaciona-se tambem a const ante de Michaelis- 
-Menten (KJ (Lehninger et Ld. 7 2000). A const ante de 
Michaelis-Menten de uma enzima e, portanto, porta- 
dora de caracteristica muito importante e fundamental, 
nao apenas matematicamente na determinapao da veio- 
cidade da reapao catalisada, como tambem na avaliapao 
da atividade egraude purificapao das enzimas (Lehnin¬ 
ger ct al., 2000). 

A maioria das rcapocs catalisadas por enzimas pode 
ser analisada quantitativamente seguindo a teoria pro- 
posta por Michaelis-Menten base ad a na determinapao 
da velocidade maxima de reapao e concentrapao de subs¬ 
trate. Entretanto, muitas enzimas apresentam proprieda- 
des cine tic as que nao podem ser explicadas pelo modelo 
proposto por Michaelis-Menten, as enzimas al os ter leas, 
que tern a atividade alter ada por m deoil as que se ligam 
a locals diferentes do sitio catalftico (Lehninger et ah, 
2000 ). Mas o ponto importante para quantificar a ati¬ 
vidade enzimatica de qualquer grupo de enzimas e ga- 
rantir que a reapao se mantenha no estado de equ ill brio, 
denominado tambem de estado estacionario. 


O equilibrio de uma reapao enzimatica e estabele- 
cido ern segundos ou em poucos minutos apos o inicio 
da reapao dependendo da natureza quimica dos compo- 
nentes da reapao, e quando a concentrapao do complcxo 
E -S , (ES) permanece const ante: neste ponto a 

nm™ uustrtto % * 1 1 

velocidade da reapao e maxima e independe da concen¬ 
trapao de substrata. 


Nas an alls cs quant itativas realizadas em lab ora¬ 
torios, a atividade das enzimas express a o resultado 
como a atividade maxima, muitas vezes diferente das 
situapoes fisiolbgicas em que a concentrapao de subs¬ 
trata e muito inferior aquela que determinaria a ve¬ 
locidade maxima da reapao. Nesta situapao, cm que a 
velocidade enzimatica c muito me nor que a vclocidade 
maxima (V A a maior parte dos sitios ativos da en¬ 
zima encontra-se de so cup ad a e a vclocidade de reapao 
depen de da velocidade de form apao do complcxo ES. 
For outro lado, mesmo nao correspondendo exatamente 
a situapao fisiologica, o estudo de atividade maxima das 
enzimas represents importancia sob os a spec to s praticos 
e cientificos atualmente e pode ser avaliado por varias 
tccnicas empregando: 


Fotometria , que consiste em um me tod o de baixo 
custo, eficiente, relativamente rapido e esta baseado 
na absorpao de luz na regiao e spectral do sub strata 
ou produto formado durante a reapao catalisada. 

— Fluorimetria , similar a metodologia de fotov metria. 
A diferenpa esta no me to do de deteepao do substrata 
consumido ou produto formado, em que estes devem 
apresentai caracterfsticas de absorverem e emitirem 
luz. A tecnica e vantajosa por ser altamente sensivel. 

— Titulafdo automdtica e uma tccnica cficicntc, de baixo 
aisto e muito utilizada quando a reapao produz ou 
con some acido ou base. Tltula-se a solupao de reapao 
com acido ou base mantendo-a em pH constante. A 
quantidade de acido ou base consumida por unidade 
de tempo representa a reapao catalitica enzimatica. 

— Andlise radiatwa e empregada quando o substrate e 
marcado com isbtopo radioarivo, o qual sera perdido 
ou transfcrido durante a reapao a ser estudada.Trata-se 
de uma tecnica altamente sensivel para analise. de cine- 
tic a enzimatica, entretanto e necessarif> o cuidado com 
o manuseio e o descarte dos elementos radioatlvos. 


Por outro lado, estao as reapoes que nao perm item 
uma quantificapao cine tic a pel os me tod os convencio- 
nais como os cltados acima, por apresentarem velocl- 
dades de reapao altissimas e neste caso requerem meto- 
dologias como: 
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- Stopped FIovj r que permite a determ inagao da ativi¬ 
dade enzimatica em milissegundos, instante em que 
urn detector mcde a absorbancia ou fluorescencia do 
produto formado. A metodologia e simples, mas, no 
cntanm, o cquipamcnto c dc alto custo. 

- Temperature Jump, par rneio de uma mudanga rapid a 
de temperatura do si sterna induz a mistura da rea- 
gao catalisada a atingir urn novo equilibria quimico, 
possibilitando a quantificagao dos produtos forma- 
dos durante este proeesso. Como no caso anterior, o 
equipamento para a reahzagao dcstc tipo de an alt sc 
e de alto custo. 

Analise Quantitativa da Atividade 
Enzimatica 

A primdra ctapa no proeesso dc determinate da 
atividade enzimatica c proccdcr para obter um extrato 
livre dc eelulas, dc m o do que a enzirna dcsta amostra 
esteja na solugao* A amostra consistc cm to do o material 
biologico que contivcr uma fontc abundante da enzima 
a scr analisada, podendo scr microiganismos, tecidos 
de plantas ou dc animal como figado, pul mao, ovario, 
musculo, ccrcbro. 

Sc a enzima cstiver cm mcio dc cultura dc eelulas 
ou de fluidos biologico s, normalmcntc nao c ncecssa- 
rio nenhum proccdimcnto dc extragao. Alas, sc cstas 
enzimas c stive re m compartimcntalizadas ou fixadas 
cm agrupamentos cclulares, precis am scr liberadas por 
algum proccdimcnto dc extragao. Estes proccdimcntos 
podem scr suaves, como, por cxcmplo, a lisc osmotic a 
efetuada cm eelulas verm cl has do sanguc ou forte como 
os efetuados por sonicadorcs durante o rompimento dc 
alguns tip os cclulares, 

Assim, para a obtengao de uma analise quantitativa 
da atividade dc uma enzima c ncccssario saber: 

- O procedimento de extragao e/ou pirn fie a pan da enzima; 

- A estequiometria da reagao catalisada; 

- Garantir que a eoneentragao de substrate ou de 
eo substrate nao seja e limitante da reagao; 

- Se a enzima requer adigao dc cofatores como um 
ion ou coenzima no mcio dc ensaio ou no tampao 
dc extragao; 

- A dependence a da enzima sob a eoneentragao do 
cofator ou substrate; 

- O pH btimo da reagao; 

A temperatura pela qual a enzima esta e snivel e apre- 
senta alta atividade; 


- O procedi m e nto p ar a a de term in agao do apa reel men - 
to do produto ou do desaparecimento do substrate da 
reagao. 


Extragao da Enzima 

A extragao da enzima e realizada na present a de um 
tampao denominado extragao, cuja composigao e im- 
portante para a manutengao da estrutura e fungao das 
enzimas que estao baseadas nas propriedades originais 
da proteina (Capitulos 17 e 18). O pIT deste tampao 
e base ado na esc ala da estabilidade do pH da protein a 
e outras caraeteristicas, tais como for 9 a ionica, cations 
divalentes (Ca 2 * e Mg 2 *), ou adigao de agentes redutores 
(ditiotreitol ou p-mercaptoetanol), podem ser necessa- 
rias para manter a atividade enzimatica. Em muitos dos 
procedimento s utiliza-se urn detergente (Triton X-100, 
SDS) como um dos componentes do tampao dc extra¬ 
gao para favorecer a exposigao da enzima no extrato, 
mas para muitas enzimas estes dctcrgcntcs inter ferem 
no me to do de analise da atividade enzimatica. Apos o 
rompimento das eelulas, as particulas cclulares sao rc- 
movidas do extrato por ccntrifugagao c o sobrenadantc 
utilizado para os ensaios da atividade enzimatica, sen do 
este purificado ou nao. 


As enzimas sao encontradas na natureza em mis- 
turas complexas. Geralmente dentro das eelulas apre¬ 
sent am centenas de diferentes enzimas e, no entanto, 
em varias circun stand as deve-se purificar a enzima a 
ser estudada. Em alguns casos e possivel, por meio da 
aplicagao de metodos especificos, utilizer enzimas no 
estado impure, denominado de extrato bruto ou extrato 
cm, como vein sen do utilizado por De Melo et ah, 1998 
e 2004; por Pit horn Cur i ct ah, 2004; por Chaible et ah 
2005; e por Lins et al., 2006, mas na maioria das apli- 
eagoes a present a de outras enzimas interfere na reagao 
catalisada, desviando as rcagocs cspcdficas. 

A utilizagao do extrato bruto para avaliar a atividade 
maxima de enzimas garante uma metodologica rapida, 
mas, no entanto, sua limitagao esta na instabilidade da 
enzima no mcio de extragao, sendo que as determina¬ 
tes dc atividade precis am scr realizadas no mesmo dia 
da extragao ou em alguns casos, como o da superbxido 
dismutase, no dia posterior a sua extragao. 

Durante 0 procedimento de obtengao do extrato 
da amostra, liberam-se tambem as proteases (enzimas 
que degradam proteinas) dos compartimentos intrace- 
lulares, que podem danihear a enzima desejada. Duas 
estrategias sao utitizadas para impedir que as proteases 
digiram as proteinas da amostra: 
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1* Man ter o extrato sob refrigerate. A atividade de 
enzimas proteoliticas e reduzida extremamente 
quando o extrato e mantido a 4 rj C. Para esta razao, 
o pieces so de extrasao e efetuado em amostras sob 
gelo e o proccsso da purificagao da protema c con- 
duzido irequentemente em Camaras frias. Xo pro- 
eedimento dc sonicagao, cm que gcra muito cal or, e 
neeessario usar um banho de gelo e eta no L para pre- 
servar a enzima contra a agio das proteases e tam- 
bem para que nao ocorra a desnatunigao proteica, 
inclusive da enzima desejada. 

2, Utilizar inibidorcs dc proteases no mcio de extragao 
para imped ir a degradagao da enzima pelas protea¬ 
ses. O inconvcnicntc desta estrategia c que os mi¬ 
ll idores devem, eve ntu aim elite, ser removidos junto 
com outre s interfere rites. 


Unidade de Atividade Enzimatica 


Dc acordo com a Comissao dc Enzimas (CE), da 
IUBMB, uma unidade international (UI) de ativida¬ 
de enzimatica e definida como sen do a quant idade de 
enzima que causa transfer mag ao de um micro mol de 
substrate ou a quantidadc de produto formado, dado 
em micromol, por minuto, sob condigoes otimas. A ati- 
vidadc c specific a c o numero dc unidade dc enzimas por 
miligrama de protema* Por meio da atividade especifi- 
ca, temos a pureza da enzima* 

A atividade molar ou molecular ou numero de tur¬ 
nover expressa o numero dc moleculas do substrato 
transformado por uma unica molecula de enzima ou 
unico sitio dc ligagao cm um minuto, quando a enzima 
esta no valor-1 imite* A atividade molar podc scr calcu- 
lada pela velocidade maxima. 


Outra form a dc expressar os valorcs da atividade 
enzimatica e a unidade international deterrninada 
pcla "'Comissao dc Enzima” o katal y o qual c defi- 
nido como a trails form agio do substrato em mol por 
segundo* 


Cuidados na Determina^ao da 
Atividade Enzimatica 

Varies cuidados devem ser tornados para evitar cr- 
ios nas an a Uses de de term in agio da atividade enzimati¬ 
ca rclacionados a; 


Goleta das Amostras 

Re comend a-se eoletar duas ou tres amostras identi- 
cas para eventual repetigao das analises. 

As amostras de tecidos atiimais devem ser coleta- 
das imediatamente ao seu abate ou sacrificio. Estas 


amostras devem ser drvididas em pequenas quan- 
tidades (0,2 a 1,0 g) c aeon did on ad os cm papel- 
alumfnio devidamente etiquetado e mantidos sob 
nitrogenio liquido ate o momento do armazena¬ 
me ii to. 

- As celulas e os microrganismos deverao ser isolados 
do mcio dc cultura por ccntrifugagao, lavados por 
tres vezes com PBS e armaze n ados na forma dc pel¬ 
let em tub os etiquetado s* 

Armaze name nto das Am ostras 

As amostras de tecidos, de microrganismo ou de 
celulas sao armazenadas em nitrogenio liquido ou em 
freezer a -8 (PC. Se a ar maze name nto for em nitrogenio 
liquido, e recomendavel utilizar tubos criogenicos para 
evitar a perda de amostras devido ao rompimento dos 
tubos inadequados. 

Tempo de Arm azen am en to das Amostras 

As enzimas das celulas ou dos tecidos arm azen ados 
sob nitrogenio liquido ou a -80°C mantem suas ativida- 
des ate tres ou quatro meses apos a colcta, E importantc 
que estas amostras, uma vcz dcgcladas, nao sejarn con¬ 
ge lad as novamente. Ao pas so que as enzimas extraidas 
deverao ser mantidas sob refrigeragao (nao congelar) e 
suas ativida des determinadas quando cm extrato bruto, 
salvo raras excegoes, 

Err os Experimental 

A concentragao de substrato, a presenga de cofatores 
e a forga ionica no meio reacional devem ser respeitadas; 
c neeessario adequar a quantidadc dc amostra no ensaio 
para evitar rcsultados in coe rentes com os Ii mites dc rc- 
solugao do equip a men to ou com os principles fisicos que 
regem as tccnicas, como, por exemplo, garantir que a 
medida de absorbancia respeite a lei de Lambert-Reer 
(Capitulo 19); garantir a completa dissolugao do subs¬ 
trato ou cofatores no mcio reacional; garantir que o pH 
do meio reacional seja o desejado; verificar a estabilidade 
dos reagentes; usar corrctamcntc os accssorios dos cqui- 
pamentos como cub etas e control a dor de temperatura* 
Em caso de d livid a, precede-se a do sagem da atividade 
da enzima utilizando uma enzima-padrao de concentra¬ 
gao conhecida. 

Como exemplo, descrevemos abaixo o procedi- 
mento para a determinagao da atividade maxima das 
enzimas antioxidantes: superoxido dismutase, catalase, 
glutationa peroxidase e glutationa redutase. 
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Determinaf ao da Atividade de 
Enzimas Antioxidantes por Tecnicas 
Espeetrofotometricas 

As enzimas antioxidantes cstao rclacionadas com os 
mecanismos de defesa dos organismos aerobios contra 
as espeeies reativas de oxigenio, dentre el as temos: 

Superoxido Dismutase (SOD) 

A enzima superoxido dismutase ioi uma das pri- 
meiras enzimas antioxidantes a ser caracterizada por 
McCord e Fridovich ao final dos an os 1960* A SOD e 
responsavel por eliminar o radical superoxido ou anion 
superoxido (Q.,~), transform and o-o em peroxide de hi- 
drogenio (II,O,) (Halliwell e Guttcridgc, 2004), como 
mostra a equa^an 1; 

20/ + 2 H HO, + O, (1) 

2 2 2 2 ' f 

Catalase 

E a enzima que catalisa a redu^ao do peroxido de 
hidrogenio (H,G,) em HO e 0. (Halliwell e Gutte- 
ridge, 2004), como mostra a equa^ao 2; 

2H 2 0 2 —*2H 2 0 + 0 2 (2) 

Glutationa Peroxidase e Glutationa Redutase 

Agcm cm conjunto para eliminar os hidroperoxidos 
organicos c inorganicos como mostra a figura 35,1, A glu¬ 
tationa peroxidase (GPx) e largamente distribuida nos te- 
cidos animais c age diretamente sobre os hidroperoxidos, 
H.,G 7 c ROGH, A atividade da glutationa peroxidase 
esta relacionada ao consumo do cossubstrato glutationa 
reduzida (GSH), que e convertido em glutationa oxidada 
(GSSG), A regenera^ao do GST l no meio celular e efe- 
tuada pel a glutationa redutase (GR), tendo como parti d- 
pante o NADPH (Halliwell e Gutteridge, 2004). 

A analise quantitativa da atividade maxima de uma 
enzima por espectrofotometria esta baseada na absor^ao 
da luz vislvel ou ultravioleta pelo substrato ou pelo pro- 



Fig ura 35*1 - Elimina^au dos hidroperoxidos organicos e inorga¬ 
nic os. 


duto da rea^: ao catalis ad a, ava 1 i ada e m u m compri m en to 
de on da bxo, Para efetuar as analises, c necessano, como 
men cion ado anteriormente, conbecer as caracterfsticas 
da enzima, Neste temos: 

Caracteristicas da Superoxido 
Dismutase 

Abandante no citosol das eelulas animais e porta- 
dora dos cofatores Cu^ e o Zn 2 + a superoxido dismuta¬ 
se, e denominada de CuZn-SOD, presente tambem nos 
lisossomos, peroxissomos, nucleo e no espaqo entre a 
membrana interna e externa da mitoebndria. A CuZn- 
SOD esta presente cm habeas concentrates nas cclu- 
las procarioticas, como cm bactcrias e cianobacterias, 
Razoavelmcnte estavel ao tratamento de extras ao c de 
purifica^ao c quando comparada a outras enzimas, a 
CuZn-SOD possui consideravel resistencia ao calor, ao 
ataque por protease a aos agentes desnaturantes como 
cloreto dc guanidina, sulfato de sodio dodccila (SDS) c 
urcta (Fridovich, 1995), 

Uma caractcristica importantc das isoenzimas 
CuZn-SOD e a inibi^ao por ions ciancto (CN) c por 
dictilditiocarbamato (Halliwell c Guttcridgc, 2004), 
um compos to que sc liga ao cobrc removendo-o da cs- 
trutura protcica, 

Outra forma da superoxido dismutase c a Mn-SOD, 
que apresenta Mn u cm sua estrutura largamente distri- 
buida nas bactcrias, plantas c animais. Em muitos tccidos 
animais c cm microrganismos, a Mn-SOD cncontra-sc 
localizada na mitocondria, Ao contrario da CuZn-SOD, 
a Mn-SOD c uma enzima scnsivcl aos me to dos dc ex¬ 
tra^ ao c dc purificacao, A Mn-SOD sofre desnatura^ao 
pelo calor c por agentes quimicos como os detergentes 
c cm muitos casos chcga a ponto dc scr complctamcntc 
dcstruida, por cxcmplo, diantc do tratamento com do- 
ro formic c ctanol (Halliwell c Guttcridgc, 2004), 

Caracteristicas da Catalase 

A catalase esta presente nas eelulas acrobias dos 
animais, das plantas, de divers os par as it as e de alguns 
microrganismos, Atividade de catalase nos tecidos dos 
animais c das plantas referc-se basicamente aos pero- 
xissomos. 

A catalase possui em sua estrutura o Fe J+ , impor- 
tante para efetuar a reacao eatalitic.a. Alguns micr orga¬ 
nismos contem pseudocatalase, enzima que degrad a o 
H ,0 2 contendo manganes em sua estrutura (Halliwell 
e Gutteridge, 2004). 
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A dificuldade no metodo de quant: fi cap ao da ati¬ 
vidade maxima da catalase esta em encontrar o estado 
esta donatio, uma vez que a ooncentrapao do substrate, 
cH.O, diminui drasticamente ao iniciar a rcapao. 

A catalase e inibida per agentes como a azida, o cia- 
neto e o ad do hipocloroso, mas possui urn i nib i dor espe- 
cifico, o aminotriazol, que age modificando a estrutura 
do aminoaddo histidina (Darr e Fridovicb, 1986). 

Caracteristicas da Glutationa 
Peroxidase e da Glutationa Redutase 

As enzimas citosolicas, glutationa peroxidase e a 
glutationa redutase, estao presenter nos animais e em al- 
gumas e species de baeterias, fungos e algas. Entretanto, 
norm aim cute, nao estao presen tes nas plantas super iorcs 
c cm muitas baeterias (Halliwcll c Guttcridgc, 2004). 

A glutationa peroxidase possui quatro subunidadcs 
proteicas e em cad a uma delas se en contra um atomo 
de selenio como cofator. Ja a glutationa redutase possui 
duas subunidades proteicas, ligadas a flavin a adenina 
dinuclcotidco (FAD), A atividadc dcstas enzimas podc 
scr inibida pek present a de mcrcaptodcrivados (Chau- 
dierc ct al*, 1984). 

Procedimento Experimental para 
Extra^ao das Enzimas Antioxidantes 

A determinapao da atividadc maxima da SOD, 
CAT, GPx e GRc efetuada no extrato bruto obtido 
de tecidos ou de celulas (De Xlelo et al. 7 1998 e 2004; 
Pithon-Curi et al., 2004; Chaible et al., 2005; Lins et 
aL, 2006). Para tal, os tccidos sao triturados cm ho- 
mogcncizador dc alt a vclocidadc durante 2 minutos, 
na proporpao dc 1 g dc tccido para 10 mL dc tampao 
fosfato de sodio 10 mM, pH 7,4, gelado (4,0°C). As 
celulas sao rompidas em disruptor de celulas tipo soni- 
cador na proporpao de 1,0 x 10' celulas para 250 pL de 
tampao fosfato dc sodio 10 mM, pH 7,4, gelado (4 ,:J C), 
O extrato livre dc celulas c obtido por ccntrifugapao 
a 8,000 rpm durante 10 minutos* O sobrenadante c 
retirado, cuidadosamente, com uma pipeta de Pasteur 
e transferido para tubos sob gelo e e, entao, utilizado 
para determinar a atividadc maxima das enzimas* 

Procedimento Experimental para 
Determinar a Atividade Maxima da 
Supcroxido Dismutase 

A atividade maxima da SOD pode ser determ ina- 
di de acordo a taxa de redupao do nitto blue tetrazolium 


(NBT) pclo anion superbxido, a 25 L 'C, acompanhada 
por espectrofotometria a 550nm, como descrito por Be¬ 
auchamp e Fridovich (1971) e empregada por De Melo et 
al., 1998 e 2004; Pithon-Curi et al, 2004; Cbaible et ah, 
2005 e Lins et al., 2006. Nesta metodologia, o ststema 
xantina-xantina oxidase e utilizado como fonte ge rad ora 
de anion superoxide (0.') (equapao 3). O 0~ gerado por 
este si stem a reduz o NTB transform an do-o em forma- 
zanas (equapao 4). A SOD presente na amostra compe- 
tira pelo Op (equapao 1), inibindo a taxa de redupao do 
NBT por estc anion, O mcio de ensaio contcra NBT 
(0,10 mmol . L' 1 ), xantina (0,050 mmol . L' 1 ), EDTA 
(0,10 mmol. L' 1 ), xantina oxidase (0,013 Ul) e tampao 

fosfato dc sodio c potassio (53 mmol. L"\ pTI 7,8). 

Xantina + G 2 -** Op + acido urico (3) 

Xantina oxidase 

20-3+ NBT**-Formazanas + 20 2 (4) 

Neste ensaio, o primeiro passo c adequar a quanti- 
dadc dc xantina oxidase ncccssaria para que a redupao 
do NBT pclo O, - seja igual a 0,030 unidadc dc absor- 
bancia por minute na ausenda da amostra (SOD)* O 
segundo passo c adequar a diluipao da amostra para que 
a redupao do NBT pelo 0 2 ' seja inibida pda SOD cm 
um valor correspondence entre 20 e 40%. A diluipao 
da amostra e realizada em tampao fosfato de sodio 10 
mmol. L'f pH 7,4. No final do experimento, os ealcu- 
los da atividade maxima da SOD sao realizados coin 
base na seguinte definipao: uma unidade da enzima cor- 
responde a 50% de inibipao da taxa de redupao do NBT 
(Hailiwell e Gutteridge, 2004). 

Reagentes 

- Fosfato de sodio dibasico. 

- Fosfato de potassio monobasico* 

- Hidroxido de potassio (KOH). 

- Acido clondrico (I TCI). 

- Xantina. 

- Hidroxido dc sodio (NaOHf 

- Ac ido etilen odium inotetmeet, ico (EDTA). 

- Nitro azul de tetrazolio (NBT). 

- Xantina oxidase* 

Solupoes 

So/ufdo de fosfato de sodio dibasico S3 mmol * L~ 

Dissolver em um bequer de 500 mL 3,76 g de fos¬ 
fato de sodio dibasico (Na,HPOj em 300 mL de agua 
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ul trap ura, transfer! r qu anti tat ivamente para um balao 
volumetrico de 500 mL e com pi eta r o volume com ago a 
ultxapura. Armazenar em frasco de vidro am bar a 4° C. 


Solafdo defosfato de potassio monobasico 53 mmol. L 1 

Dissolver em um bequer de 500 mL 3,6 g de fosfato 
de potassio monobasico (KH 2 P0 4 ) em 300 mL de agua 
ultrapura, transfer!r quantitativamente para um balao 
volumetrico de 500 mL e com pi eta r o volume com agua 
ultrapura* Armazenar em frasco de vkiro am bar a 4°C. 

Tampao fosfato de sodio e potassio 53 mmol . L 1 pH 7 \8 

Misturar 182,8 mL da solu^ao de fosfato de sodio 
dibasico 53 mmol * L ] com 17,2 mL da solu^ao de fos¬ 
fato de potass io monobasico 53 mmol , L f Verificar o 
pH e corrigir para 7,8 se necessario, utilizando solu^ao 
de KOI I 2 mol * L" 1 ou HCI12 N. Armazenar em fras¬ 
co de vidro ambar a 4 W C. 

Sohq.ao de xantina 5 mmol * L 1 

Diluir 0,0015 g de xantina em 100 pL de NaOl 1 100 
mmol , L" 1 e completar o volume para 2 mL com tampao 
iosfato de pot assio 53 mmol . L \ pH 7,8. Armazenar 
em frasco de vidro a 4°C, por no maximo 8 dias. 


Na prime! ra cuheta acre seen tar 10 pL de agua ul- 
trapura (branco), na segunda cubeta 10 pL da amostra 
(diluir se necessario) e acre scent a r em ambas as cub etas 
1 pL de xantina oxidase (10,4 UI/mL)« 

Misturar e realizar a leitura em espectrofbtometro, 
550 nm f por 3 minutos, com intervales de 30 segundos 
a 25°C. O valor da absorbancia final (A ) subtraido do 
valor da absorbancia inicial (A.) da o valor de A A, que 
dividido pelo tempo de acompanhamento da rea^ao (3 
minutos) correspondent ao AA/min. Este valor sera uti¬ 
ll zado para a realiza^ao dos calculos da atividade enzi- 
matica. 

Determinate do Tear de Protetnas nas Amos fra $ 

Verificar procedi me ntos no capitulo 20. 

Calculos 

G proccdimcnto para calcular a atividade maxima 
da superoxido dismutase, expressa em pmol de O;. 
consumido por minuto por miligrama dc protein a pre- 
sente na amostra, cncontra-sc descrito abaixo: 


(% de inibif ao) - 


A A /min do branco - A A An. in da amostra * 1.00 
AA/min do branco 


Solufdo de EDTA 10 mmol, L 1 

Diluir 0,0372 g de EDTA em 10 mL de agua utra- 
pura. Armazenar em frasco de vidro ambar a 4°C . 


SOD (|_l mol/min/mL) = 


inibkTio x 


dilukTto da amostra 

50 


) 


/voL da amostra. (ml 0 


Solufdo de NET 10 mmol . L~ J 

Diluir 0,0041 g de NRT em 500 pL de agua utra- 
pura. Esta solu^ao devera ser prep a rad a na bora do uso 
e mantida em gelo, 

Metodologia 


SOD (jimol/min por mg dc protein a) = 


resultado Amol/min/niL 
proteina da amostra mg/mL 


Proccdimcnto Experimental para 
Determinar a Atividade Maxima da 
Catalase 


Galibrafdo 

Calibrar o espectrofbtometro com tampao fosfato 
de sodio e potass io 53 mmol . L 1 pH 7,8, em 550 nm 
usando uma cubeta de quartzo. 

Ensaio 

Em duas cub etas de quartzo ad i cion a r: 960 pL de 
tampao fosfato de sodio e potassio 53 mmol . L' 1 , pH 
7,8, 10 pL de xantina 5 mmol . L" 1 , 10 pL de EDTA 10 
mmol . L" 1 , 10 pL de NRT 10 mmol , L 1 . 


A atividade maxima da catalase normalmcntc c 
avail ad a pelo consume dc peroxide dc hidrogenio cs- 
pectrofotometria a 240 nm e 25 y C, por Beers e Sizer 
(1952) e empregada por De Melo et ah, 1998 e 2004; 
Pithon-Curi et al., 2004; Chaible ct ah, 2005; e Lins 
et al., 2006. O meio de ensaio e comp os to por tampao 
fosfato de potassio (50 mmol. L 3 ) e peroxide de hidro¬ 
genio (10 mmol . L' 1 ). A rea^ao e iniciada pel a adi^ao da 
amostra e acompanbada durante 3 minutos. A rea^ao 
quimica que corresponde a esta metodologia e similar a 
do sistema biologico (equa^ao 2). 
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Reagentes 

— Fosfato de potassio dibisico, 

— Fosfato de potassio monobasico* 

— Peroxido de hidrogenio a 30% (H,0 2 ). 

— Hidrdxido de potassio (KOH). 

— Acido cloridrico (HO). 

Solucocs 

Solucdo de fosfato de potassio dibdsico 200 mmol, Lr 1 

Dissolver cm urn bequer de 500 mL 22,82 g de fos¬ 
fato de potassio dibasico (KJIPG ^■ 31 DO) em 300 mL 
de agua ultrapura, transferir quamtitativamente para urn 
balao volumetrieo de 500 mL e completar o volume coni 
agua ultrapura. Armazenar em fiasco de vidro a 4°C. 

Solufdo de fosfato de potassio monobasico 200 mmol. Is 1 

Dissolver cm urn bequer de 500 mL 13,61 g dc fos¬ 
fato de potassio monobasico (KH : PO * 3H ,0) ern 300 
niL de agua ultrapura, transferir quantitativamente 
para um balao volumetrieo de 500 mL e completar o 
volume com agua ultrapura. Armazenar cm fiasco dc 
vidro am bar a 4°C. 

Tampdo fosfato de potassio 100 mmol . L \ pH 7ft 

Misturar 122 mL da solu^ao dc fosfato de potassio 
dibasico 200 mmol. L 1 corn 78 mL da soluqao de fosfato 
de potassio monobasico 200 mmol. L" 1 e acrescentar 200 
inL de agua ultrapura. Verificar o pH e corrigir para 7,0 
se necessario, utilizando solugao dc KOH 2 mol * L' 1 ou 
HC1 12 N. A rmazenar em fiasco de vidro ambar a 4°C, 

Solucdo de HO } 20 mmol . L 1 

Diluir 1,1 mL de 11,0, a 30% com 498,9 mL de 
agua ultrapura. Armazenar em fiasco de vidro ambar 
protegido da luz a 4 ,J C. 

Tampdo fosfato de potassio 50 mmol. LA pi 17ft, con ten do 
Hf) ? 10 tnmoL Is 

Misturar 250 mL de tampao fosfato de potassio 100 
mmol , L '\ pH 7,0, com 250 ml. da solu^ao de H,0, 
20 mmol . LA Armazenar em fiasco de vidro ambar 
protegido da luz a 4°C, Fsta solu^ao e denominada de 
mistura de ensaio. 

Metodologia 

Calibrafdo 

Calihrar o espectrofotbmetro com agua ultrapura 
em 240 nm usando uma cubeta de quartzo. 


Verificafdo da concentrafdo dc HfJ^presente na mistura 
de ensaio 

Adidonar 1 ml, da mistura de ensaio cm uma cube¬ 
ta de quartzo e me dir a absorbancia a 240 nm (A, :| A 
Calcular a concentraqao de HAL presente nesta solu^ao 
{tampao fosfato de potassio 50 mmol „ L L , pT I 7,0) apli- 
cando a absorbancia na seguinte expressao: 

11,0, (mmol . L' 1 ) = 21,81 * (A, |( . da mistura) - 0,36 

O valor da concentra^ao de H XL devc estar proximo de 
10 mmol. LA Sc necessario, ajustar csrc valor adicionando 
pequenas quantias da solu^ao dell ,CX 20 mmol, L' 1 ou do 
tampao fosfato de potassio 100 mmol. LA pH 7,0. 

Ensaio 

Transferir 990 pL do tampao fosfato de potassio 50 
mmol . LA pH 7,0, oontendo II ,0 : 10 mmol . L 1 para 
uma cubcta dc quartzo, adidonar 10 p.L da amostra (diluir 
se necessario), misturar, esperar 30 segundos e realizar 
leitura em espectrofotdmetro, a 240 nrn, per 3 minutos, 
com intcrvalos dc 30 segundos a temperatura dc 25°C. 
O valor da absorbancia final (A f ) subtraido do valor da 
absorbancia inicial (A.) da o valor de A A, que dividido 
pelo tempo de acompanhamento da reaqao (3 minutos) 
corresponded ao A A/min. Este valor sera utilizado para 
a realizable dos calculos da atividade enzimatica. 

Determinacdo do Tear de Prof etnas nas Amos tras 

j 

Verificar procedi men tos no capitulo 20. 

Calculos 

O proeedimento para calcular a atividade maxima 
da catalase, express a cm mmol dc H ,0,, consumido por 
minuto por miligrama dc protein a presente na amostra, 
encontra-se descrito abaixo: 

Cato Insetm mol/m in/m L) 

A A/m in * volume da cubeta (mL) * dilui^au da amostra 
43,6 M * ci'n _1 x volume da amostra do ensaio (ml) 

, resukado mmol/min/mL 

Catalase {mmol/mm por mgaeprotema) - — -—-- 

protdna da amostra mg/mL 

Proeedimento Experimental para 
Determinar a Atividade Maxima da 
Glutationa Peroxidase 

A atividade maxima da glutationa peroxidase pode 
ser detenu in ad a por espectrofotometria com base no 
decrescimo da concentraqao de NADPH em 340 nm 
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a 37°C, como descrito por Paglia et ah (1967) c em- 
pregada por De Melo et aL, 1998 e 2004; Pithon-Curi 
et aL, 2004; Chaible et al., 2005; e Lins et aL, 2006. 
Resumidamente, nesta metodologia temos o meio re- 
acional constituido de tampao fosfato de potassio (100 
mmol . L~ ] , pH 7,0) contendo EDTA (3 mmol . L' 1 ), 
glutationa redutase (0,3 UI), NADPH (0,1 mmol . 
L' 1 ), GSH (2 mmol . L' 1 ), azida de sodio (1 mmol . 
L _i ) c cumcno hidropcroxido (0,02%)* A reagao c ini- 
ciada pc la adi^ao dc cumcno hidropcroxido c acom- 
panhada por 3 minutos a 37°C. A reaqao quimica que 
corrcspondc a csta metodologia c similar a do si stem a 
biologico em que o cumeno hidropcroxido e reduzido 
ao alcool correspondente gerando glutationa oxidada 

(GSSG). 

Reagentes 

— Fosfato dc potassio dibasico. 

— Fosfato de potassio monobasico. 

— Hidroxido de potassio (KOH)* 

— Acido clondrico (HC1). 

— Acido etilenodiaminotetracetico (EDTA). 

— Tris (h ldroxi m eti 1) am ino me tan (> (Tri s). 

— [3-Nicotinamida adenina dlnudeotldeo fosfato for¬ 
ma reduzida (NADPH). 

— Glu tati o n a form a re duzi da (GSH). 

— Glutationa redutase (GR)* 

— Azida de sodio. 

— Cumeno hidropcroxido. 

Solufdes 

So/ufdo de fosfato de potassio dibasico 200 mmol. L 1 

Dissolver em um bequer de 500 mL 22,82 g de fos¬ 
fato dc potassio dibasico (K.HPOp 3H 2 0) cm 300 mL 
de agua ultrapura, transferir quantitativamente para um 
balao volumetrico dc 500 mL c cornpletar o volume 
com agua ultrapura. Armazcnar a solucao cm frasco de 
vidro ambar a4°C. 

Solucao de fosfato de potassio monobasico 200 mmol . L 1 

Dissolver em um bequer de 500 mL 13,61 g dc 
fosfato de potassio monobasico (KH 2 PO |* 311,0) em 
300 mL de agua ultrapura, transferir quantitativamen¬ 
te para urn balao volumetrico de 500 mL e cornpletar o 
volume com agua ultrapura. Armazcnar a solucao em 
frasco de vidro ambar a 4 Q C. 


Tampa o fosfato de potassio 100 mmol * L b pH 7,0 
contendo EDTA 3 mmolL 1 

M isturar 46,5 mL da sol 119 ao de fosfato de po¬ 
tassio dibasico 200 mmol . L ' 1 com 203,5 mL da so- 
lu^ao de fosfato de potassio monobasico 200 mmol . 
L'h acrescentar 0,5584 g de EDTA e 250 mL de agua 
ultrapura. Verificar o pH e corrigir para 7,0 se necessa- 
rio, utilizando solucao de hidroxido dc potassio 2 mol. 
L ' 1 ou acido clondrico 12 N, Armazcnar cm frasco de 
vidro ambar a 4°C. 

Tampa 0 tris-HCl 100 mmol . L~\ pH 7/J 

Dissolver cm um bequer dc 100 mL 0,1210 g dc 
Tris em 80 mL de agua ultrapura, ajustar 0 pH para 7,0 
com acido cioridrieo 12 N, transferir quantitativamente 
para um balao volumetrico de 100 mL e cornpletar o 
volume com agua ultrapura* Armazcnar em frasco de 
vidro ambar a 4°C. 

Solucao de NADPH 20 mmol * L 1 

Diluir 0,0083 g de NADPH em 500 pL de tampao 
tris-HCl 100 mmol * L" 1 , pH 7,0. Esta solucao devera 
scr prepara da 11 a hora do uso c m ant id a cm gelo. 

Solucao de GSH 100 mmol . L" 1 

Diluir 0,0307 g dc GSH cm 1*000 pL dc agua ul¬ 
trapura. Esta solucao devera scr preparada na hora do 
uso e m anti da em gelo. 

Solucao de azida de sodio 100 mmol . L 1 

Diluir 0,0650 g de azida de sodio em 10 mL de agua 
ultrapura. Armazenar em frasco de vidro a 4°C. 

Solufdo de cumeno hidropcroxido 

Diluir 22 pL dc cumcno hidropcroxido a 88 % cm 
978 pL dc agua ultrapura. Esta solucao devera scr pre¬ 
parada na hora do uso e mantida em gelo. 


Calibrafdo 

Cahhrar o espectrofotometro com tampao fosfato de 
potassio 100 mmol. L' 1 , pi I 7,0, contendo EDTA 3 mmol 
. L ' 1 em 340 tun a 37°C usando uma cubeta de quartzo. 


Em duas cubetas de quartzo adicionar: 945 pL 
de tampao fosfato de potassio 100 mmol . L \ pH 7,0 
contendo EDTA 3 mmol * L' 1 , 1 pL de glutationa re¬ 
dutase (297,6 UI/mL), 5 pL de NADPH 20 mmol + 
L _1 , 20 pL de GSH 100 mmol . L _1 e 10 pL de azida 
de sodio 100 mmol. L b 


Metodologia 


Ensaio 
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Na primeira cubeta acrescentar 10 pL de agua ul- 
trapura e na segunda 10 pL da amostra (diluir se ne~ 
cessario), misturar e deixar em repouso por 5 minutes a 
30°C. Em seguida acrescentar em ambas as cub etas 10 
pi, da solu^ao de cumcno hidroperoxido* 

Misturar c rcalizar leitura cm cspcctrofoto metro, 
340 rim,, por 3 minutes, com intervales de 30 segun- 
dos a 37°C, O valor da absorbancia final (A | .) subtraido 
do valor da absorbancia inicial (A.) da o valor dc A A, 
que dividido pclo tempo dc acompanhamcnto da rca^ao 
(3 minutos) correapondera ao AA/min. Este valor sera 
utilizado para a realiza^ao dos calculos da atividade en- 
zimatica* 

Determinafdo do Tear de Prof etnas nasAmostras 

Vcrificar proccdimcntos no capitulo 20. 

Calculos 

O proccdimento para calcular a atividade maxima 
da glutationa peroxidase, expressa em pmol de NA- 
DPTI consumido por minuto por miligrama de protein a 
p re sente na amostra, en contra-se deserito abaixo: 

GPx (pmol/min/mL) = 

A A/mi ai x volume d<\ cubera. (mlj x diluigiio da ainostra 
6,22 M 1 x cm 1 x volume da amostra do ensaio (mL) 

GPx (ftmol/mirt/mg deprotefna) = resulr^do 

proteina da amostra mg/mL 

Procedimento Experimental para 
Determinar a Atividade Maxima da 
Glutationa Redutase 

A atividade maxima da glutationa redutase pode ser 
deter min ad a por espectrofotometria com base no de- 
crcscimo da concentrate dc NAD PH cm 340 nm a 
25"C co mo deserito por Ca rib erg c Manner vie k (1985) 
e empregada por De Melo et aL, 1998 e 2004; Pithon- 
Curi et ab, 2004; Cbaible et ab, 2005; c Lins ct ab, 
2006. Resumidamentc, nesta metodologia temos o meio 
reacional constituido de tampao fosfato de potassio (100 
mmol . L \ pH 7,0) conte ndo EDTA (1 mmol . L r ), 
NADPTI ( 0,1 mmol , L' 1 ), GSSG (1 mmol . L 1 ). A 
rea^ao e iniciada pel a adi^ao da amostra e acompanhada 
por 3 minutos a 25°C. A reacao quimica correspondente 
a esta metodologia c similar a dos sistemas biologicos 
(esquema 2 , parte re fe rente a GR), em que a glutationa 
oxidada (GSSG) e convcrtida cm glutationa reduzida 
(CSH)* 


Reagentes 

- Fosfato dc potassio dibasico, 

- Fosfato dc potassio monobasico* 

- Hidroxido dc potassio (KOH). 

- Acido cloridrico (HC1). 

- EDTA. 

- Tris* 

- NAD PH. 

- Glutationa forma oxidada (GSSG). 

Solu^oes 

So/ufdo de fosfato de potassio dibasico 400 mmol , L 1 

Dissolver cm um bequer dc 500 mL 45,68 g de fos¬ 
fato de potassio dibasico (K J TPG 4 * 31LO) em 300 mL 
dc agua ultrapura, transferir quantitativamentc para um 
bal ao volumetrico de 500 mL e completar o volume 
com agua ultrapura. Armazenar a solu^ao em frasco de 
vidro ambar a 4°C. 

Sohifdo de fosfato de potassio monobdsko 400 mmol . L~' 

Dissolver em um bequer de 500 mL 27,2 g de fos¬ 
fato dc potassio monobasico (KH^P0 4 ) cm 300 mL dc 
agua ultrapura, transferir quantitativamentc para um 
balao volumetrico de 500 mL c completar o volume 
com agua ultrapura. Armazenar a solu^ao em frasco de 
vidro ambar a 4 y C. 

Tampao fosfato de potassio 200 mmol. L~\ pH 7,0, 
conte ndo EDTA 2 mmol * Ir 1 

Misturar 76,25 mL da solufao de fosfato de po¬ 
tassio dibasico 400 mmol * L' 1 com 48,75 mL da so- 
lu^ao de fosfato de potassio monobasico 400 mmol . 
L~\ acrescentar 0,1860 g dc EDTA e 100 mL de agua 
ultrapura. Verificar o pi 1 e corrigir para 7,0 se necessa- 
rio, utilizando solu^ao de hidroxido de potassio 2 mol. 
L J ou acido cloridrico 12 N e completar o volume para 
250 mL com agua ultrapura. Armazenar em frasco de 
vidro ambar a 4°C, 

Tampao Tris-HCl 100 mmolLr 1 pH 7 y 0 

Dissolver em um bequer de 100 mL 0,1210 g de 
tris cm 80 mL dc agua ultrapura, ajustar o pH para 7,0 
com acido cloridrico 12 N, transferir quantitativamente 
para um balao volumetrico de 100 mL e completar o 
volume com agua ultrapura. Armazenar em frasco de 
vidro ambar a 4 (; C. 
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Solufdo de NADPIf 20 mmol. L 1 

Diliiir 0,0083 g de NADPH em 500 pT. de tampao 
tris-HCl 100 mmol . L' 1 , pH 7,0. Esra solu^ao dcvcra 
scr prcparada na hora do uso c mantida cm gclo* 

Solufdo de GSSG 20 mmol. L 1 

Diluir 0,0124 g dc GSSG cm 1.000 juL dc agua 
ultrapura. Esta soluqao devera ser preparada na hora do 
uso e mantida em gelo. 

Metodologia 

Ca/ibmfdo 

Calibrar o espcctrofotomctro com 500 pL dc tam¬ 
pao ibsfato dc potassio 200 mmol. L' L , pH 7,0, contcn- 
do EDTA 2 mmol . L' 1 diluido com 500 llL de agua 
ultrapur a em 340 nm a 25°C usando uma cube t a de 
quartzo. 


Ensaio 

Em uma cubcta dc quartzo adictonar; 500 pL dc 
tampao fbsfato de potassio 200 mmol, L' 1 , pH 7,0, com 
tendo EDTA 2 mmol . L -1 , 435 pL de agua ultrapur a, 
5 pL de NADPH 20 mmol . L 1 , 50 pL de GSSG 20 
mmol , E 1 c 10 pL de amostra* 

Misturar e realizar a leitura em espectrofotometro, 
340 nm, por 3 mmutes, com intervales de 30 segun¬ 
dos a 25° C* O valor da absorb and a final (A f ) subtraido 
do valor da absorbancia inicial (A.) da o valor dc A A, 
que dividido pelo tempo de acompanhamento da reaqao 
(3 minutes) correspond era ao A A/m in. Este valor sera 
utilizado para a real iza^ao dos calculos da atividade en~ 
zimatica* 

Determinafdo do tear deprote.in.as run amostras 

Yerificar procedimentos no capitulo 20. 

Calculos 

O procedimento para calcular a atividade maxima 
da glutationa redutase, express a em pmol dc NADPH 
con sum! do por mmuto por mill gram a de protein a pre¬ 
sente na amostra, encontra-se descrito abaixo: 


GR (ftmoi/min/mL) - 

A A/m in * volume da cubcta (ml.) x diluicao da amostra 

6,22 M" 1 x cm _1 x volume da amostra do ensaio (m L) 


GR (umol/min/mg dc protema) = 


resultado Amol/min/m I. 

proteina da amostra mg/mL 
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Introdu^ao 

No comedo do sectilo XX, sondes marcadas com 
radiatividade ou marc adores nao radiativos pass ar am 
a ser utilizados em estudos bioldgicos. No inicio, os 
marc ado res radiativos tinham a desvantagem de apre- 
scatar mcia-vida muito curta (minutos a horas). Apos 
a Scgunda Guerra Mundial, estudos usando N C como 
marc ado r toniarain-se muito comuns, permitindo a 
analise detalhada de vias metabolic as complexas. En¬ 
tre tanto, a necessidade de dilui^ao do marcador radia- 
tivo e o uso restrito de isotopes radiativos limitaram o 
uso de tais marc adores. Por outro I ado, isotopes esta- 
veis em con junto com a espectroscopia da ressonancia 
magnetica nuclear (RMN) pass a ram a ser utilizados 
nos estudos metabolicos. Essa tecnica nao invasiva per- 
mitiu a quantise afao precis a do fluxo de metabolites. 
A espectroscopia da RM pode ser usada in vitro e in 
vivo e recebeu grande aten^ao nos ultimos 30 a nos. 

Introdu^ao Basica a 
Espectroscopia da RM 

Uma deserfoao completa da espectroscopia da RM 
vai muito idem do que esta sendo apre sent ado neste capi- 
tulo. Apenas os principios basicos serao apre sent ad os aqui 
e o ieitor poderi encontrar describes mais detalhadas 
em textos anteriormente publicados (Markley e Opel la 
1997; Balci, 2005; Derome, 1987; Gunther, 1995). 

Uma propriedade intnnseca de alguns nucleos c a 
de possuir urn spin denominado I. Pela analise qu antic a, 
sabemos que um micleo de spin I tera 21 + 1 orient a- 
90 es possiveis. Para spin ¥1 nucleo, tais como ] H, 51 P, 
13 C e 15 N, tem~se duas orientates. Na ausenria de 
um campo magnetico externo, essas orientates terao 
energia igual. Qua n do um campo mag net ico externo 
e aplicado, a quantidade de energia e dividida. A dis- 
do nucleo nesses niveis energeticos e descrita 


tribufoao 


pela diistribui^ao de Boltzmann. O nucleo com rota^ao 
spin gerando um pequeno campo possui um momenta 
magnctico p. A diferenpa dc energia entre os dois niveis 
c dada por E = hv, ondc h c a cons tan tc dc Planck c v c a 
frcqucncia de L arm on A frcqucncia dc Larmor depende 
da taxa giro magnetica do nucleo (variavcl cm nucleos 
diferentes) e a for^a do campo em rela^ao ao nucleo: v = 
yB/ 2 n, onde B e a forqa do campo magnetica. 

A aplica^ao de um campo mag net ico oscilante in- 
duz tran siloes entre niveis energeticos. A transfereneia 
de uma rede de spins para o nivel superior resulta na 
absorgao dc energia c isso c, cssencialmcntc, medido 
no espectrometro. A inform a^ao e most rad a como um 
cspcctro no qual o cixo x c a frcqucncia, c o cixo v, a 
intensidade. A frcqucncia da ressonancia depende do 
campo magnet ico aplicado. Ess a frequencia varia de 
um espectrometro para outro. Como resultado, e co- 
mum expressar a frequencia de cad a pico em partes por 
milhao (ppm), que e independente do campo rnagneti- 
co usado no experimento. O novo termo e denominado 
troea quimica ( 6 ) c e defmido a seguir: 

5 = 10 6 (v - V ) 


onde y vf e a frequencia operante do espectrometro e v a 
fr eque n ci a de res son anc i a (pi co). 


Troea Quimica 

O campo magnctico do nucleo nao 6 igual ao cam¬ 
po mag net ico aplicado. Os eletrons ao re dor do nucleo 
protegem-no do campo aplicado. Cad a nucleo em uma 
molecula e protegido em diferentes extensoes, depen- 
dendo do local de distribufoao do eletron. Esse eleito, 
chamado de troea quimica, e o que torn a a espectros¬ 
copia da RMN atraente aos bioquimicos. fro demos 
distinguir, por exemplo, os tres tipos de atomos de 
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lostoro presenter na molecula de ATP. Em resumo, 
a frequencia de cad a nucleo e most rad a no eixo x de 
um espectro da RMN tipico e depende do ambiente 
quimico. A t roc a quimica (ou frequencia) de cad a res- 
sonancia e exprcssa cm partes por milhao (ppm) da 
frequencia op era nte do espectro metro* 

Acoplamento Spin-spin 

A troca quimica nao e apenas uma informalao dis- 
pomvel em um espectro da RMN. Uma outra forma 
valiosa do infer mag ao c o acoplamento spin-spin , que 
rcsulta na separagao do espectro da RMN. O acopla¬ 
mento spin-spin surge de interagoes magneticas entre os 
niicleos e rcsulta na par tig ao dc sinais multiples. 

Quantifica^ao 

A intensidade de um pico em um espectro e pro- 
porcional ao numero de nucleos que da origern a este. 
Consequentemente, c possivel quantificar um ccrto 
metabolito em uma amostra. Entretanto, deve ser 
notado que a intensidade tambem e influenciada pelo 
tempo dc relax am ento das rcssonancias. O tempo 
de relaxamento refcre-sc ao rctorno dos spins cxcita- 
dos ao ponto de equilibrio. Apos a excitagao, se nao 
ho over tempo suficiente para o relaxamento voltar ao 
cstado inicialj entao, na proxima excitagao, o sinal 
tornar-sc-a saturado c a intensidade do espectro sera 
reduzida. 


Nucleus mais Usados 

Os niicleos mais usados nas analises do metabolis- 
mode celulas de mamiferos sao 41, 3i P ? 13 C, 19 Fe 23 Na. 
Os nucleos ’H sao comuns em moleculas biologicas, 
fazendo da RMN de : H uma ferramenta valiosa. 
Entretanto, o cstreito limiar da troca quimica rcsulta 
em sobreposigao de pi cos. Outro tat or a ser conside- 
rado e a grande conccntragao dc agua nas amostras 
biologicas que podc cobrir picos dc outras moleculas* 
Ha uma variedade de tecnicas dispomveis para supri- 
mir o sinal dc agua. O isotope r 'C c dctcctavel por 
RMN, enquanto o isotopo 12 C nao e. Os nucleos 13 C 
ap resent a m um ample espectro de troca quimica com 
pouca sobreposigao dc picos, tornando o trabalho c a 
interpretagao mais taceis* O uso de L) C e dlscutido em 
dc tallies mais ad i ante* O isotopo naturalmente ab un- 
da nte do fdsforo, 3I P, e detective! por RMN e ampla- 
mente usado para estudar o metabolismo energetico 
em si stem as biologicas* 


Uso de Espectroscopiada RMN de 13 C 
em Estudos Metabolicos 


Nos ultimos a nos, tern ocorrido aumento no uso dc 
espectroscopia da RMN de 13 C no estudo do metabo¬ 
lismo ilitermediario. Uma das principals caracteristicas 
da espectroscopia da RMN dc n C que distingue o ear- 
bono da RMN de 41 e de que a ocorrencia do 1 ‘ , C na 
natureza e de apenas 1,1%* Como descrito acima, po- 
demos ext r air mu it as informagoes sobre o metabolismo 


in ter mediario us an do essa tecnica. Para is so, o metabo¬ 


lito deve ser marcado. Primciro, uma via cm particular 
pode ser estudada pel a incubagao de celulas com um 
sub st rate marcado, escolbido previa me nte. S eg undo, 
pela selegao criteriosa da posigao marcada no metabo¬ 
lito, vias metabolicas alternativas podeni ser e stud ad as. 
O espectro rcsultante contcm picos bem definidos, que 
sao facilmente assinalados, sem a necessidade de isolar 
os subprodutos* A principal desvantagem dessa tecnica 
e a baixa sensibilidade, entretanto, nos anos rcccntcs, 
devido ao des envoi vim ento da tecnologia de sondas 
frias, este nao e mais um problema, 


Considera^oes Tecnicas 


Para o estudo do metabolismo inter mediario usan- 
do espectroscopia da RMN dc 13 C, o primciro passo c 
decidir o substrate marcado, o qual depende da questao 
que se deseja responder* Alguns examples do tipo de 
informagao que podc scr cxtraida do uso dc varies subs¬ 
trates ma read os sao apresentados a seguir. 

Na maioria dos estudos metabolicos descritos na 
literature, nos quais foi utilizada a espectroscopia da 
RMN de 13 C, foram usados extratos de celulas ou 
tccidos cultivados. Geralmente, os extratos sao pre- 
parados apos incubagao na presenga de um substrate 
marcado* TIa tambem exemplos nos quais o estudo 
foi realizado in vivo (ver revisao de Shulman e Roth¬ 
man, 2001). Este capftuio, entao, focara no trabalho 
ondc foi usado extra to dc celulas ou ted do cultiva¬ 
dos* 

A maioria dos a to mo s de carbono dos metabolito 5 
apresenta pelo me nos um proton ligado. Is so significa 
que o sinal de carbono aparecera com dois picos, devi¬ 
do ao acoplamento entre proton c carbono (um triplete 
aparece no case de dois protons ligados). Na pratica, es¬ 
ses protons devern ser desact>plados para que se obtenba 
uma linlia ampla e sensivel* 
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Possiveis Destinos dos 
Metabolitos Provenientes 
da Glicose Mareada com °C 

A glicose mareada com 13 C entra na celula e e meta- 
bo lizada ate piruvato marc ado com l 'C, como m os tra¬ 
de na figura 364. Esse piruvato podc, entao, entrar no 
ciclo do acido tricarboxllico (ciclo TCA) per dims vias: 
1. via media da pela piruvato desidrogenase (PDH) e 2. 
via mediada pela piruvato carboxilase (PC). 

Para simplificar, consideraremos a glicose marea¬ 
da apenas na posiyao CL Ao entrar no ciclo do TCA 
na via mediada pela PDH, o a-cctoglutarato c marca¬ 
de na posiyao C4 que origina glutamato marcado na 
posiyao C4 na primeira volta do ciclo (este e definido 
com [4- 13 C] glutamato), Durante a segunda volta do ci- 
clo, a marc ay ao c embaralhada, originando oxaloaceta- 
to marcado cm C2 c C3, Esse, entao, pode condensar 
com ace til-Co A marcado para culminar com 13 C nas 
posiloes C2 e C4 e nas posiyoes C3 e C4. Ao entrar no 
cido de Krebs via piruvato carboxilase, o oxaloacetato e 
marcado na posiyao C2, Ess a marcayao e embaralbada 
como re suit ado do equilibrio e litre oxaloacetato, mala- 
to e fu mar a to. Os isotopomeros de glutamato for mad os 
sao glutamato? marc ados nas posiyoes C2 e C3. 


A situayao e mais complicada quando a glicose e 
uniformemente mareada com 13 C (Fig + 36.2). Ao entrar 
no ciclo de Krebs via PDH, o piruvato e convertido em 
acetiTCoA marcado nas posiyoes 1 c 2 ([1,2- 13 CJ acetil- 
-CoA) seguido pela oxidayao completa a C0 2 c PT .O, 
Ess a via gera [4,5- 13 C] a-cetoglutarato e subsequente- 
mente [4,5- 13 C] glutamato, Entao, depen den do do tipo 
celular, o glutamato podc scr metabolizado cm [1 ? 2- t:3 C] 
GABA ou [4 7 5- i3 C] glutamina. Durante a segunda volta 
do ciclo do TCA, dois isotopomeros de glutamato scrao 
form ados dev ido ao cmbaralhamento da marc ay ao nas 
reaydes reversiveis do ciclo do TCA. Entretanto, urn pa- 
dr ao diferente dc mar cay ao ocorrc sc o piruvato entrar 
no ciclo dc Krebs via piruvato carboxilase, Para simpli- 
ficur, essa possibilidade nao e mostrada na figura 36.2. 
A espcctroscopia da RMN c particularmentc adequada 
para a analisc desses isotopomeros gcrados, como dcscri- 
to acima. 

Como a concentrayao ccluiar de a-cetoglutarato c 
muito baixa para ser detectada por RMN, a analise dos 
isotopomeros e, normal me nte, feita no glutamato. O glu¬ 
tamato esta em equilibrio rap ido com o a-cetoglutarato, 
cons equente me rite, assume-se que as populaydes de iso- 
topomeros de glutamato re fete in as tie a-cetoglutarato, 
O numero maximo de marcayao em uma molecula com 
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isotoporneros estao limitados aqudes form ados durante o primeiro, segundo e rerceiro cido. 13 C marcado e tndieado por ci ratios eheios. 
T/DH, Lactato desidrogenase; AT, AT, a I an i n a aminotransferase; PDH t piruvato desidrogenase. 


n carbonos c 2'\ Consequent mentc, o glutamate tern 
potcncialmcntc 32 isotopomcros, O cnriquccimcnto 
relative desses isotopomcros depende do sitio dc cnri¬ 
quccimcnto c a atividadc dc cada via que alimcnta o 
ciclo do TCA, Uma analise basica das populates dc 
isotopomcros do glutamato permite determinar as vias 
metabolic as da glicosc c o fluxo relative atraves das vias 
oxidativa (PDH) c anaplerotica (PC) + 


Analise do Espectro da RMN de n C 

O primeiro pas so na analise do espectro nos est li¬ 
dos metabolicos e a observa^ao dos picos observados. 
A analise do pico assinalado pode ser feita com a ajuda 
das tabelas de troca qumiicaja public ad as (Fail, 1996) 
e, em alguns cases, podc ser rcalizada pel a adi^ao de urn 
coniposto nao marcado. Uma vez feita a analise do es¬ 
pectro, os dois tip os de informa^ao podem ser extraidos. 
Primeiramente, a intensidade relativa dos diferelites sf- 
tios de carbono na molecula pode ser obtida e, segundo, 
a intensidade relativa de varies multiplete cm uma rcs- 
sonancia pode scr determinada. A origem desses multi¬ 
ples e cxplicada a seguir, 

Quando o glutamato e marcado na posicao C4, 
como o cor re no cido de Krebs, apos a entrada do pi¬ 
ruvato form ado a partir de 1-C glicose via PDH, ha 
um unico pico no espectro. Entretanto, se o glutamato e 


tambem marcado na posicao C3 adjaccntc, entao, o si- 
nal para C4 e dividido em dois sinais de igual intensida¬ 
de devido ao acoplamento spin-spin . O tamanho desse 
acoplamento c referido como constantc c c chamado de 
J j4 . Sc o glutamato estiver marcado nas posi^ocs C3, C4 
e C5, a pico C4 aparece agora como quatro picos (um 
doublet de doublets ), pois as constantc s de acoplamento 
J.i4 c J45 s ^° diferentes. Entretanto, sc olharmos para o 
glutamato na posicao C3, uma situa^ao Icvcmcntc dife- 
rente surge, pois as constantes de acoplamentos J e J 
sao muito similares. Consequentemente, os dois doublets 
que surgem a partir dc [2,3- 13 C] c [3,4- 13 C] glutamato 
na posicao C3 nao sao doublet dc doublets , mas um tri¬ 
plet (3 1 in has). Em resumo, na posicao C3 do glutamato, 
pode haver ate 5 picos, resultantes de 3 isotopomcros 
diferentes c a conccntragao relativa desses tres grupos 
pode ser determinada. 

Exemplos do Uso da RMN de 13 C em 
Estudos Metabolicos 

Ha muitos exemplos na 1 iteratura em que a RMN 
de 13 C tern side usada para avaliar processes metaboli¬ 
cos em celulas de mamiferos. Listaremos aqui alguns. 
Trabalho do nosso laboratdrio us an do glicose m o no¬ 
ma rcada ([1 J3 C] glicose) e alan ina ([3- 13 C] alanina) 
permite compreender a rela^ao entre o metabolismo e 
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a secre^ao de insulin a na linhagem celular beta do pan¬ 
creas BR1N-BD11 (Brennan et aL 2002). A L-alanina 
e um potente secret ago go de insulin a; 10 mM alanina 
induz aumento de 5* acima dos valores basais. Nossos 
dados sao sugestivos de que seu mecanismo de a^ao en- 
volve o eotransporte com Na% re sultan do em despola- 
riza^ao da membrana cclular. Usando [3- 15 C]-alanina, 
demonstramos, pela prime]ra vez, que esse aminoacido 
c metabolizado nas celulas beta clonal (BR1N-BD11) e 
que o metabolismo oxidativo c o subsequente aumen¬ 
to de ATP sao, de fato, import antes para a sccrc^ao de 
insulin a. A L-alanina sinergicamente aumentou a se- 
cre^ao de insulina estimulada pela glicose em celulas 
BRIN-BD 1 L Tambem demon stra mo s que a L-alanina 
aumenta o metabolismo dc glicose* Q aumento da cn- 
trada dc piruvato dcrivado dc glicosc no ciclo do TCA 
na present a dc alanina podc rcsultar cm clcva^ao na gc- 
ra^ao de metabolitos-chave que regulam o processo de 
secre 9 ao de insulina. 

Malloy et al. (1990) desenvolveram um program a 
de computador para auxiliar na analise dos isotopdme- 
ros dc 1 'C (tcacalc). Usando cssc programs, os pesqui- 
sadores analisaram extratos dc celulas INS (linhagem 
dc cclula beta do pancreas) incubadas na present a dc 
[\ - C ] glicose e mostraram a existencia de dois pools 
de piruvato (Lu et al., 2002 }. O uso de varias linhagens 
celulares responsivas a glicose indicou que a troca de 
piruvato por intermediaries do ciclo do TCA foi corrc- 
lacionada com a capacidade dc sec re tar insulina, 

Na area dc ncuroquimica, ha muitos cxcmplos nos 
qua is, a RMN de iJ C tem sido usada para o entendi- 
mento do metabolismo de astrocitos e neuronics e as 
trocas metabolicas entre eles. Em estudos recentes de 
RM foram clucidados a importancia da alanina como 
fontc dc nitrogen io cm astrocitos e o pap el dc um shuttle 
lac tato-alanina (Waagcpetersen et ah, 2000 ; Zwing- 
inaon et ah, 2000 ). Usando uma scrie dc componcntes 
mar cad os, foi demonstrado que os neuronics glut a ma¬ 
ter gicos produzem alanina usando nitrogenio da amo- 
nia originada da glut a min a. A transfer encia de alani¬ 
na aos astrocitos foi compensada pela do lac tato aos 
neuron i os. 

Uso de Sistemas de Biorreator para 
Monitorizar o Metabolismo em 
Celulas Integras 

A espectrescopia da RMN, eombinada ao sistema 
cle biorreator, per mite estudar o metabolismo de celulas 
vivas. Em tais sistemas, as celulas sao mantidas em alta 


densidade e perfuudidas sob conduces bem definidas 
e controladas. A reap os ta metabolica a varias con di¬ 
odes podc ser aval 5 ad a usando espectroscopia dc RMN. 
Atualmente, nao ha um sistema dispomvel comercial- 
mente que seja compatfvcl com. os estudos da RMN dc 
retina. Como resultado, a maioria dos laboratories que 
dcs envoi vc csscs estudos desenha, constroi c otimlza 
seus pro pries sistemas de biorreator. 

Antes de continuarmos, queremos rever varias 
no men daturas que tem surgldo nos ultimos a nos. Os 
primeiros estudos da RMN foram aplicados a sistemas 
vivos. Hoje, esse ter mo refere-se a estudos da RMN em 
humanos ou outros organismos multicelulares intactos. 
En quanto usamos o ter mo “estudos de biorreatores” 
para se referir aos estudos da RMN com celulas intactas 
de mamfferos, tambem go star (am os de lembrar ao lei tor 
que, na liter at ur a, sistemas simi lares sao descritos pelos 
term os: estudos in situ c on-line : 

Metodos para Obtencao de Celulas em 
Alta Densidade em Cultura 

A maioria dos metodos utilizados para a manuten- 
£ao dc alta densidade cclular utiliza celulas imobili- 
zadas, nas quais elas sao mantidas em um volume de 
amostra definido c perfundidas com mcio. Ha varios 
metodos disponiveis para a obtefiqao de celulas imo- 
bilizadas. O metodo dc imobilizacao a scr utiliza do 
depende do tipo cclular e das concludes a serem estu- 
dad as. Alguns dos metodos mais comuns sao descritos 
a seguir. 

A reten^o em gel tem sido o metodo de escolha 
para a imobilizacao cm muitas invest!gardes. Tres dos 
metodos mais comuns incluem os gels de alginato, aga¬ 
rose c matrigcl (Narayan ct al, 1990; Foxall, ct ah 1984; 
Daly et al., 1988). No caso de geis de alginato, as celulas 
sao rcssuspendIdas cm uma solu^ao conccntrada dc aci- 
do alginico e, entao, adicionadas a uma sol 119 ao de ions 
divalentcs. O gel forma, i media tame ntc, gotas csfcricas 
uniformes. As celulas sao encapsuladas em altas den si- 
da dcs, Os geis dc agarose sao produzidos pela ressus- 
pensao das celulas em alta densidade em uma solu^ao 
dc agarose aquecida, for^ando a soluqao at raves dc um 
tubo fino e estreito. O fio formado e, entao, empurrado 
do tubo para o incio. Um tcrcciro tipo de gel pode ser 
formado pelo uso de matrigel, em que e usado proce- 
dimento similar aos geis de agarose. Entretanto, nesse 
caso, as celulas podem ser se mead as a baixa densidade 
e proliferaram, atingindo alta densidade. Em geral, um 
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dos principals problem as nos metodos etn que se us a re- 
tenqao em gel e a difasao no interior dos fios dos geis. 

Um me to do alternative e o uso de diferentes mi¬ 
cro carrcgado res que estao dispomveis comcrcialtnen- 
te. Micro carregadores sao heads mac rose dpi cos, cuja 
super ficie e tratada para que haja adesao celular. Mi¬ 
cro carregadores podem ser porosos ou nao. As celu- 
las crescem na superficie de micro carregadores nao 
porosos, os quais podem apresentar danos devido a 
perfusao. No caso de micro carregadores porosos, o 
crescimento celular nao se limita a superficie, mas as 
celulas tarnbem podem ere seer por todo o earregador, 
o que per mite obter a It a dens id ad c, Uma desvantagem 
no uso de micro earregador poroso e a difusao iimi- 
tada pelos poros. Para um tipo celular em particular, 
os cstudos da curva dc crcscimcnto c dc viabilidadc 
prccisam sempre scr avaliados, para sc determinar o 
micro earregador mais apropriado. Re a tores de cam a 
fixada podem ser obtidos com matrixes dispomveis 
comercialmente, tais como fibracel 

A format ao dc csfcroidcs ocorrc quando a adesao dc- 
pende do crescimento, formando um pequeno agrupa- 
mento esferico de celulas (Freyer et al., 1990). Quando os 
csfcroidcs sao pc que nos, as celulas rcccbcm suplemcnto 
de oxigenio e nutrientes adequados. Sao necessaries al¬ 


gous cuidados para que os esferoides nao cres^am demais, 
apresentando problem as de perfusao que reduzem o cres- 
cimento. Culturas de esferoides tern sido particuiarmente 
uteis nos cstudos do metabolismo de celulas tumorais. 

Os metodos descritos an ter lor men te apresentam 
vantagens e desvantagens. Re com end a-se que para 
cada tipo celular leve-se em conta a questao que se 
pretende responder. 

De serif ao do Funcionamento de um 
Biorreator Tipico 

O sisterna de biorreator (Fig. 36.3) consiste de um 
tanque fermentador com agita^ao, com cap acid a de 
para 2 litres de meio dc cultura, cuja temperatura, pH, 
CO a e conteudo de O, dissolvido sao monitorizados c 
mant id os em uma faixa e specific a (Thelwall e Rr indie, 
1999), O meio e bombeado para o minibiorreator na 
maquina da RMN at raves de um tubo que esta em um 
ban ho de agua a 37° C. O minibiorreator consiste de 
um tubo eneapsulado de polissulfona (10 mm de dia- 
metro) com um tubo de entrada e outro de saida. F,m 
um experiniento tipico, o minibiorreator e empacotado 
com car read ores (Fibracel) para for mar uma cam ad a 
fixa. As celulas do carrc a dor sao, entao, p erf undid as 
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Figura 36,3 - D iiigratna simplifioado do setup do sistema biorreator. 
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com meio a partir do iermentador. O meio do term e t^- 
tad or e trocado por meio fresco usando o si stem a de 
enchimen to e esvaziamento. Pelo ajuste dos sistemas de 
enchimento e esvaziamento, os nutrientes podem ser 
mantidos em vale res coast antes. 

Usando um aparelho ADI 1030 Biocontrolador 
(FT Applikon), o pH e monitor izado utilizando um 
eletrodo de vidro, o conteudo de oxigenio dissolvido no 
meio e monitorizado por um eletrodo de oxigenio e a 
temperatura usando um term 6 metro, A temperatura e 
mantida a 37°C pelo uso de um banho. 

As ceLulas podem ser perfundidas sob varias conduces 
e o espectro da RMN de ' P determinado. Um espectro 
tipico da RMN de l P esta mostrado na figura 36.4. 

Exemplos de Estudos em Celulas 
Vivas Utilizando RMN 

I la muitos exemplos na 1 iterator a nos quais a RMN 
foi us ad a para se obter respostas metabolic as em celulas 
vivas sob con didoes variadas. A proposta desse capitulo 
nao e tazer uma longa revisao desses estudos, mas sa¬ 
lients r sens pontos principals. 

Uma das apliea^oes mais cornu ns e o estudo do me- 
tabolismo energetico. Para conseguir a RMN de ”P e 
us ado em sistema que fornece a concentra^ao de adeno- 
sina 5-trifosfato (ATP) e ibsiato inorganico (Pi). Adicio- 
nalmente, pT Is intra e extracelulares podem ser obtidos a 


partir da troca qufmica das ressonancias de Pi nas celulas. 
A concentrate de adenosina 5-difosfato (ADP) livre, e 
geralmente, muito baixa para a deteeqao direta. Entre- 
tanto, foi desenvolvido um metodo para calcular a con¬ 
cert tra^ao de ADP livre a partir da observa^ao do ATP e 
pTI (Brindle et aL, 1989). Uma area na qual a RMN de 
celulas intact as tern side aplicada com muito slices so e o 
estudo do metabolismo de celulas cerebrais (Alves et al., 
1996; Alves, Car rondo, Santos, 1997; Alves et aL, 2000; 
Brand et aL, 1998; Flogel et aL, 1994). O metabolismo 
de astrocitos e neurdnios tem sido e stud ado, com muito 
sucesso, em varias condi^oes, tais como hipdxia, isquemia 
c hipoglieemia (Alves ct aL, 2000). Enquanto as concen¬ 
trates dc ATP c fosfccrcatina (PCr) cm astrocitos nao 
for am afetadas por hipdxia, em cultura de neuronic hou- 
ve uma redufao marc ante. Por outro lado, os neurdnios 
mostraram-se mais resistentes a isquemia. 

A tecnica da RMN de C e usada para monitori- 
zar o metabolismo dc glicosc cm varios tipos cclularcs 
(Brand ct aL, 1998; Wchrlc ct aL, 2000; Mancuso ct 
al., 1998; Constantinidis, et al., 1997). Mancuso et aL 
(1998) estudaram o metabolismo de glicose e glut am i- 
ria em celulas de hibridoma em um hollow fibre bior- 
reator no qua! verificaram que o fluxo de metabolites 
pel a via das pentoses era muito pequeno comparado ao 
da glicolise, A entrada dc piruvato no ciclo do TCA 
via piruvato carboxilase nao foi detectada. O sistema da 
RMN de 13 C tambem esta sendo usado para estudar o 
metabolismo de astrocitos e neurdnios imobilizados em 
gel (Alves et al,, 2000; Brand et at, 1998). 


p* 



Figura 36.4 - Espectro tipico de 3] PN M R de celulas intact as. NT] P - Nueleotideo trifosfato. M DP - Dtfosfato de metileno. PM E - Fosforn 
tnonoe&t trees, Pi - Fosfbro inorganico. PCR - fosfocrcatina, DPDE - Difosforodiester. NADH - Nicotinamida, Ademina Ditiocleoudeo, 
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Lipfdco(s), 2; 3; 4; 6 ; 7; 263; 267; 269 
Lipossomos, 159; 160; 161; 165 
Lise, 263; 264; 265 

eelular, 39; 40; 42; 43; 46 
cnzimatica, 264 
fragao subeelular, 263 
me can ic a, 40 

congelamento c descon gel amen to, 40 
bom oge i n j za^ao, 41 
sonidea^ao, 40 
osmotica, 42; 264 
por congelamento, 264 
por detergente, 264 
por ruptura cdular, 263; 264; 265 
Lisossomo, 4; 8 
Luminol, 238 
Luz 

comprimcnto dc onda, 282; 289; 291 

difratada, 282 

em fase, 281 

cmitida, 282 

fotons, 282 

monocromatica, 281 

refratada, 282 

unidirecional, 281 

Macroarray> 73; 76; 78 
Marca^ao radioativa, 88 
Marcador(es) 

fluorescentes, 110; 111 ; 112; 113; 114; 115; 116; 
117;119 

iso topi co, 30; 31; 32; 33; 34 
nao isotopico, 30; 33; 34 
Mass as mo noise topi cas, 323 
Matriz(es), 328; 335 

2,4,6-tri-hidroxi-acetofenona, 315 
acido a - dan 0 - hid roxi cin ami co, 315; 316 
acido sinapinico, 315 
Meiose, 6 ; 7 
M cm.br ana (s) 

dc nitrocelulosc, 62; 249; 250; 255 
de naflon, 59; 62; 63; 63\ 66 ; 69; 73; 76 
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nuclear, 3 

plasmatica, 2; 3; 4; 5; 6; 7 
Mercaptoetanol, 368 

Metabolismo, 1; 4; 5; 7; 415; 416; 417; 418; 419; 421 
de celulas, 415; 416; 419; 421 
Metabolites, 415, 416,417,418,421 
Metals de transi^ao, 365 
Metanol, 311 

Mctodo(s), 167; 170; 171; 172; 173; 174; 177 
absor^ao cm ultraviolet a, 232 
de Riureto, 225; 226 
de Bradford, 227; 228 
dc Lowry, 230; 233 
de Smith ou RCA, 233 
Palkovits, 224 
p-cloranil, 232 
M i croarranjos, 131; 132 
Microarray, 73; 74; 75; 76; 77; 79; 81 
aplicapoes, 80 

desenbo experimental de, 75, 78, 80 
normaliza^ao do, 78 
softwares 74, 76, 78 
valida^ ao, 80 

Microscopia 293;296; 297; 298; 304 
Micro-SAGE, 135 
Miller, 192 

experimento de, 193 
Mitoeondria, 4; 5; 7; 8 
Mitose, 6; 7 

Mobil id ade eletroforetiea, 389 
Modificat: ues pos-traducionais, 365 
Molecula(s), 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7 

alvo, 109; 110; 111; 112; 114; 117; 118; 120 
Sinalizadora, 29; 31; 33; 34; 36; 37 
Morte celukr e apoptose,287 
Multi celular, 1; 6 

NADP glicose-6-fosfato, 238 
N euro toxic idade, 55 
NCRT, 152; 153; 155 
Nitracao, 365 
Nitrato dc prata, 45 
Nitrocelulose, 378; 384; 388 
Nitrosila^ao 

dcnitrosila^ao, 365 
Nitres otiois, 365; 366; 367 
Niveis 

clctronicos, 219 
cncrgcticos, 219 
rotacionais, 219 
vibraeionais, 219 


Nta TIT, 132; 133; 137; 138; 139; 140; 142; 146; 147; 
153;155 


Normaliza^ao, 111; 117; 118; 119 
Northern Blotting, 59; 61; 62; 64; 65; 68; 70; 72; 87; 88; 
182 


NTP, 31; 32; 85; 420 
Nuclease(s), 126 
DNase, 42 
inibidor(cs), 39; 41 
RNasc, 39; 42; 43 
Nucleo(s), 2; 3; 6; 7 

Nucleotide o(s) T 9; 10; 11; 12; 14; 15; 17; 18; 21; 22; 23; 

24; 27; 95; 96; 98; 99; 100; 101; 105; 106; 168; 

169; 170; 171; 175 
biotmilados, 76 
CY3, com, 76; 77 
Mmitante(s), 84; 85; 86; 87 
nao incorporados, 85; 86; 89; 90 
nao marcades, 85; 87; 88 
UTP (Uridina tn-fosfato), 84; 85; 86; 89; 93 
Nutriente(s), 1; 2; 4; 5 


ODN(s), 157; 160; 161; 162; 163; 164; 165 
01igo/(dT), 132; 133; 136 
O ligonu c lco t ide o s 

fosforotioatos, 157; 158; 158\ 164; 165 
Oligonucleotideos, 167; 171; 172; 173; 175; 176 
sinteticos, 74 

Oligossacaridcosj 351; 353; 356 
N-ligados, 204; 205 
O-ligados, 204 
ONPG f 238 
O PD, 239 

Organda(s), 2; 3; 4; 5; 7; 8; 353 
Organism os ternoiilos 123 
Ortofosfato radiative, 375 
Oxida^ao 

acido performico, 376; 377; 378 
Oxide nftrico, 365 


Padrao competitive, 109 
Panspermia, 196; 197 
Paracetamol, 233 
Parede celular, 2; 3; 4 

PCA (analisc dc componcntc principal), 77; 79 
PCR, 42; 45; 73; 74; 80; 132; 133; 137; 138; 139; 141; 
142; 144; 145; 146; 151; 152; 153; 155 
cm tempo Real, 109; 110; 111; 115; 116; 118; 119; 
120 

RT-PCR, 109; 110; 116; 118 
PD I (proteina dissulfeto isomerase), 201; 204 
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Peagometro, 239 
Penicilinas, 233 

Peptidases de sin a! es pecifi cas, 204 
Pepddeo(s), 191; 192; 193; 194; 196; 261; 266; 277 
de digestao do gel, 311 
elui^ao, 311 

extra^ao automatizada, 311 
extra^ao manual, 311 
proccdimentos, 311; 313 
liga^ocs peptidicas, 379; 384 
sequenciamento, 310; 314; 321; 323 
Permeabiliza^ao, 182; 185 
Peroxidase, 30; 34; 35; 36; 37; 238; 239; 241 
Peso molecular, 47; 49; 50; 51; 54; 55; 249; 250; 252; 
253 


PHPA, 238 
Piritnidinas, 10; 12 

Plasma sangxiineo, 224; 226; 227; 228; 229; 230; 233 
Plasmideo(s),50; 51; 84; 85; 88; 167; 168; 171; 172; 173; 
174; 175; 176; 177 
eletroforese de, 51; 61 
Plato, 109; 110; 112 
Ploidia, 285 
pNPP, 30; 238 

Poliacrilamida, 261; 271; 273; 376; 378; 379 
Poliestircno mo irradiado, 235 
Poli merases 

precipita^ao acetate de sodio, 85; 86 
prccipitagao do re to dc Ktio, 85; 86 
precipita^ao etanol, 85; 86 
purifica^ao gel, 85; 86 
Sephadex, 85; 86; 89; 90 
SP6, 84; 85; 87; 89; 93 
T3, 84; 87 
Polimorfismo, 123 
Polipeptideo(s), 328 
Polissacarideos, 269 

Ponto isoeletrico, 48; 207; 261; 270; 271 
Primers, 19; 20; 21 
i >1 i gon ucl eo t \ deos 
caracteristicas necessarias, 96; 98 
com caudas, 100 
dege n e r ado s, 100 
di meros, 98; 99; 103 
hibridapao, 95,95, 99,100,102,103 
oligo-especificos, 100; 106 
RT-PCR 
oligo (d‘T), 106 
oligoespeclfico antisense , 106 
oligonucleotideos randomicos, 106 
Primer-dimer, 98 


Produtos dc PCR 

amplkom , 95; 104 
anaiise, 104 


tit a sim pies, 104 

inespecificos, 96; 98; 99; 100; 101; 102; 103 
Promotor, T7 76 
Pfotease(s) 

asp artato-pro teases, 209; 210; 212; 213 
cistcmo-proteases, 210;. 211; 213 
inibi^ao, 263; 266 

metaloproteases, 209; 211; 212; 213 
prote^ao, 263 
scri no-pro teases, 210; 213 
Proteica{s) 

com acetato de amonio e metanol, 267 
com acetona, 264; 267; 268; 269; 270 
com sulfato de amonia, 267 
com TCA, 267 

com TCA em acetona, 267; 268 
Protema(s), 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8; 14; 15; 16; 17; 18; 21; 
22; 23; 25; 26; 27; 157; 158; 159; 160; 161; 162; 
163; 164; 165; 375; 376; 377; 378; 379; 380; 384; 
385;388 

aminoacidos, 48; 359; 360; 361 
aminoa ddos, carga dos 48 
anaiise 


por cromatografia, 359 

por espectrometria de massa, 359; 360 

por fluorometria, 359; 360 

por imunofluorencia, 359 

por imunoistoquimica, 360 

por imimopretipitafao, 359; 360 

por radiomarc a^ao com (fbsfato radiomarcado), 

360 

por Western Blotting [imunoblotting} 7 362 

A-sepharose, 246; 246 

carga ionic a, 207; 208 

eatalisadoras (enzimas), 191 

celulas aderidas em substrate, 245 

celulas em suspensao, 245 

con centra^ o, 249; 253; 258 

con tr ate is ou dc motilidadc, 191 

de defesa, 191 

desnatura^ao, 51; 249; 253; 262; 274 
digestao, 277 
dissulfeto iso me rases, 203 
dominies, 200; 201; 202 
cm tceido nervoso {micropunch)^ 229 
cspccificidadc dc liga^ao, 207; 208 
estabilidade, 34; 41; 42; 43 
estruturais, 191 
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extra^ao, 244; 245; 252 
fosfatase(s), 360; 362 

fosfo-serinas/fosfotreonmas fosfatascs, 359 
fosfotirosinas fosfatases (PTP), 359 
Giicosiladas, 351; 353; 354; 355 
hidrolise, 361; 384; 385; 403 
acida c/ou cnzimatica, 360; 384 
fluoroforo, 360 
grupos fosfatos, 360 
parcial alealina, 360 

i tientifica^ an , 214 ; 21 5 ; 309; 310; 311 ; 3 14; 320; 321; 
323 

in tracelu lares 


citocinas, 287; 290; 291 
ligadora de DNA, 389; 390; 398 
macroglob ular, 341 
m amp ula^ ao, 212 

nutricntcs c dc armazenamento, 191 
predpita^ao, 39; 44; 45; 263; 264; 267; 268; 269; 

337; 341; 357; 359; 376; 384 
prccipita^ao do antic or po, 246 
protein a G, 246; 354; 356 
quinase(s), 360; 361 

fosfo-serina/fosfotreonina protcinas lb sfatases, 
359 


protein as fo sfatases estimuladas por Mg 2 \ 359 
serina/txeonina quinases, 359 
tirosinas quinases, 359 
regiao C-terminal, 204 
regiao N-terminal, 204 
regukdoras, 191; 389; 398 
remo^ao, 39 
residentes no RE, 204 

separaqao, 309; 310; 311; 316; 317; 318; 319; 321; 
323 

das protcinas 

gel de poliacrilamida, 360; 362 
dimes dc raio-X, 250,251,252 
autorradiografia, 360; 362; 363 
solubilidade, 41; 44; 207; 212; 213 
tamanho molecular, 207; 208; 210 
teddos, 245 

totals, 217; 219; 220; 221; 223; 224; 225; 226; 227; 

228; 229; 230; 232; 233 
transference* 251; 255; 257 
transportadoras, 191 
Proteolisc 

preven^ao da, 212 
Protcoma, 360 


Pro ted mica 

analise MALDl-ToF linear, 316; 317; 318 
ToF {time of flight)> 314; 317 
Proteossomo, 203; 205 
Protozoario, 1 
Pseudopodo, 5 
Psoralenos, 126; 127 
Pulsos 

altura, 283; 286 
dc voltagem, 283; 286 
Puri fie as; ao de Glieoproteinas, 

cromatografia, 353; 354; 355; 358 
SDS PAGE, 354; 355 
tree a ionica, 354 
a - metil- D- mano side o, 352 
exdusao molecular, 354; 355 
Purinas, 9; 10; 12 


Quantifica^ao, 61; 63; 64; 65; 67; 83; 84; 87; 88; 94; 109; 
111; 116; 117; 118 

Quimioluminescenda, 30; 35; 236; 250; 366; 369; 370; 
371 


Quimo trips ina, 377 
QuinonaSj 232 


Radia^ao, 218; 375; 388 

ultravioleta, 125; 126; 193; 194 
Rca^ao 

dc Gricss, 366; 367 

em cadeia da polimerase (PCR), 32, 42,95,95 
aplicaqdes, 97; 101; 106 
contaminaqao, 104; 106 
desnaturafao, 95; 96; 98; 99; 102; 106 
eficienda(s), 96; 98; 99; 100; 103; 104; 105 
extensao, 95; 96; 98; 100; 101; 102; 103; 110; 111; 
113; 182; 200; 204; 213; 283; 382 
hibrida^G, 95; 95; 96; 97; 98; 99; 100; 101; 102; 
103 

otimiza^ao, 102; 106 
PCR -carryover, 124 
rcagcnre(s), 98; 104 
Taq DNA, 123 

variances, 106 

Klcnow, 143 

Rcagcntcs, 237; 238; 239; 240; 241 
cromate >genicos, 3 60 
fluorogenicos, 360 
titula^ao, 231 
Reativo 

de biureto, 225; 226; 227 
dc folin-ciocalteu, 230 
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Receptores para esteroides, 399 
Receptores acoplados a protefna G, 354; 356 
Recomen dadoes tecnicas, 165 
Recupera^ao antigenic a, 305; 306; 307 
Regiao 

gate, 284; 288 
pro motor a, 21; 22; 23 
regulatoria, 389; 391 
Regioes-alvo, 169; 170; 173 
Rela^ao sinal/rirido, 238 
Rcplica^ao, 12 ; 19; 20 ; 21 ; 27 
Replica(s) 

biologicas, 75 
tecnicas, 75 


Reporter Euorescente, 115; 116 

Reprcssao genica, 157 

Reprodutibilidade, 118; 119; 220 ; 221 

Resin a (s), 325; 326; 327; 328; 329; 329; 335; 340 

cromatografica, 325; 326; 327; 328; 332; 335; 340; 


344; 348 

de silica, 326; 329; 339; 340 
Res son an da paramagnetic a eletronica, 366 
Resultado(s) 

falso(s) negativo(s), 79; 98; 239 
fklso(s) positivo(s), 79; 80; 239 
Reticulo endoplasmatico, 3; 6 ; 8 


Ribonucleotideo, 31 
Ribossomo(s), 2 ; 3; 4; 6 ; 15; 16; 17 
Ribozimas, 18; 19 
RM, 415; 416; 418; 419; 420; 421 
RNA, 2 ; 6 ; 7 ; 39 ; 41; 42; 43; 44; 45; 100 ; 103; 104; 105; 
106; 389; 398 
con ta rnina nte ,376 


detec^ao do sinal, 73; 76; 77 
extrapao, 75 

he ter o nuclear, (trasnerito primario) 14; 22; 23 

hibrida^ao, 73; 74; 76 

integridade, 75 

marca^ao, 73; 76; 77; 78; 80 

mensageiro, 14; 59; 70; 83; 157 

micro RN A, 182 

mRNA, 59; 61; 64; 73; 78; 80; 131; 132; 182; 185; 


187 


pequenos RNA nucleares (snRNA), 14; 17; 18; 19; 
22 ; 25; 126; 171 

Polimcrasc, 21; 22; 23; 24; 32; 84; 87; 89; 100; 171; 

172; 183; 186; 389; 398 
quantiEca^ao, 185 
ribossomico, 14; 15; 16; 25 
RNase 7 376 


RNAi, 167; 168; 169; 173 

RNase(s), 59; 60; 61; 67; 68 ; 69; 76; 83; 84; 89; 91; 
93; 94 

siRNA, 167; 168; 169; 170; 171; 172; 173; 174; 177 
total, 83; 84; 85; 87; 88 ; 90; 93 

tran sportador, 14 

RNase-H, 157; 158; 165 

RPA (Ensaio de Protec iio a Ribonuclease, Ribonucleaie 
protection as$ay\ 83; 84; 87; 88 ; 93; 94 
RT-PCR, 87; 88 

13 N A complementer (cDNA), 100; 1.03; 104; 105; 
106 

otimizaqao, 102 

RNA mensageiro (mRNA), 104; 105; 106 

Safira sintetica, 327 
Sais, 396 
Na 7 S0 3? 41 
NaClG 4 ,41 
NaF, 41 
NaSCN, 41 
sais dc guanidina, 41 
Salting-in, 207 
Salting out, 44; 207 

acetato de amonio, 45 
acetato dc sodio, 45 
cl ore to de sodio, 45 
Satura^ao, 235 

SDS (sulfato de sodio dodecila), 56; 184; 186; 189; 208; 
212; 379 

PAGE, 48; 50; 51; 249; 255; 257; 261; 262; 273; 
274; 354; 355; 375; 376; 378; 379 
Seletividade, 220 ; 221 ; 328; 329; 335 
Sensibilidade, 109; 118; 119; 220 ; 221 ; 295; 296; 302; 

305 

Separate 

de cromossomos, 287 
de populates celulares, 284; 287; 291 
mccanica, 284 
por carga, 284 
Sepbadex, 85; 86 ; 89; 90 
Sequencia sinalizadora, 204 
Scqucndamcnto, 167; 175; 176 
de novo , 314 

& trial Analysis oj " Gen e Expression, 131; 156 
Scxagem dc espcrmatozoidcs, 287 
SH2^361 

Silcnciamcnto genieo, 167; 168; 173 
Silica, 325; 326; 328; 329; 339; 340 
Sinais opticos, 282; 283 
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344; 348 
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Res son an da paramagnetic a eletronica, 366 
Resultado(s) 
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187 


pequenos RNA nucleares (snRNA), 14; 17; 18; 19; 
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Polimcrasc, 21; 22; 23; 24; 32; 84; 87; 89; 100; 171; 

172; 183; 186; 389; 398 
quantiEca^ao, 185 
ribossomico, 14; 15; 16; 25 
RNase 7 376 


RNAi, 167; 168; 169; 173 

RNase(s), 59; 60; 61; 67; 68; 69; 76; 83; 84; 89; 91; 
93; 94 

siRNA, 167; 168; 169; 170; 171; 172; 173; 174; 177 
total, 83; 84; 85; 87; 88; 90; 93 

tran sportador, 14 

RNase-H, 157; 158; 165 

RPA (Ensaio de Protec iio a Ribonuclease, Ribonucleaie 
protection as$ay\ 83; 84; 87; 88; 93; 94 
RT-PCR, 87; 88 

13 N A complementer (cDNA), 100; 1.03; 104; 105; 
106 

otimizaqao, 102 

RNA mensageiro (mRNA), 104; 105; 106 

Safira sintetica, 327 
Sais, 396 
Na 7 S0 3? 41 
NaClG 4 ,41 
NaF, 41 
NaSCN, 41 
sais dc guanidina, 41 
Salting-in, 207 
Salting out, 44; 207 

acetato de amonio, 45 
acetato dc sodio, 45 
cl ore to de sodio, 45 
Satura^ao, 235 

SDS (sulfato de sodio dodecila), 56; 184; 186; 189; 208; 
212; 379 

PAGE, 48; 50; 51; 249; 255; 257; 261; 262; 273; 
274; 354; 355; 375; 376; 378; 379 
Seletividade, 220; 221; 328; 329; 335 
Sensibilidade, 109; 118; 119; 220; 221; 295; 296; 302; 

305 

Separate 

de cromossomos, 287 
de populates celulares, 284; 287; 291 
mccanica, 284 
por carga, 284 
Sepbadex, 85; 86; 89; 90 
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& trial Analysis oj " Gen e Expression, 131; 156 
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SH2^361 
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Sinai izabo intracelular 

atividade de protein as quinascs e/ou fosfatases, 361 
de fatorcs dc cresdmento, 359; 361 
de hoimonios, 361 

infill encia dc metabolites, drogas on outros fatorcs, 
361 

Sinalizadores moleculares, 112; 113 
Sistcma 

de. amplifica^ao, 109 
de registro ou de integra^ao, 332 
detect ores dpticos, 282 
eletronico,281; 282; 283; 286 
fluidico, 281; 282 
optico, 281; 282; 283; 285; 286 

Sititese 

de RNA in vitro, 84 
protcica, 15; 16; 17; 19 
snRNP, 25; 27 
Sohi 9 ao(ocs) 

de bloqueio, 239; 240 
de cobertura, 239 

de lavage m, 239; 240; 246; 344; 344 
prepare, 23 9 

Solvente(s), 325; 327; 328; 331; 332; 335; 336; 340; 344; 
345; 347 

SOM (mapas auto-organizational), 77; 79 
Sonda(s), 29; 30; 31; 32; 33; 34; 35; 36; 37; 38; 59; 62; 
63; 64; 65; 66; 69; 70 71; 109; 110; 111; 112; 113; 
114; 115; 116; 117; 119; 120 
antisense, 83; 84; 87; 88; 89; 90 
de DNA, 391 
de hibrida^ao, 35; 37 
mismatch , 74 

radioativa(s)j S3\ 84; 181; 184; 185 
sintese, 83; 84; 85; 87; 88; 89; 90; 93 
Sonifica^ao, 265 

Soroineo, 224; 226; 227; 228; 229 
Southern Blotting, 182 
Sptincing 17; 18; 21; 22; 25; 27 
Splkeosomej 25; 27 
Spots, 309; 310; 311; 312 

processamentOj 310; 311; 312; 316; 319 
Stripping, 259 
Substrates 

fluorogenicos 238 
quimioluminescentes 238 
Sulfato dc cobrc penta-hidratado 226; 231 
SVM (suport vector machine) 80 
Superoxido Dismutase 405; 406; 407; 408; 409 
SYBR tcn Green 49 
Tampao(oes) 

de elifi^ao 208 


de extras ao 244; 245 
de rea 9 ao 98 
detergentes ionicos 101 
de transcribe 87; 89 
fosfato de sodio (PRS) 243; 245 
sistcma con tin uo 55; 56 
sistcma descon tin uo 55 
Tartarato de sodio e potassio 225; 226; 231 
Teddo(s) 1; 7; 8; 293; 295; 297; 300; 301; 302; 303; 304; 
305; 306 

Tecnologia antisense 157 
Telomerase 14; 18; 19 
Temperature 

de desnatura£ao 115 
de Hibrida^ao/Associa^ao (T ) 99 
dc Me/ting/Dissoc\ ao (T m ) 41; 99 
formula 95 

Tempo de retencao 328; 340; 348; 349 

Termolisina 377 

Timina 10; 11; 12 

Tioc ian a to d e gu an i di n a 41 

Tirosina 365 

Topoisomerase 1 e II 12; 13; 21 
Titula^aofoes) 237; 239 
automatica 404 
TMB 239; 240; 241 
Tbxicogcnornica 81 

Transcribe 167; 171; 172; 175; 389; 391; 394; 398; 399; 
400 

Transcribe w vitro 

DXA moldc 84; 87 
reversa 18; 19; 76; 77 
Transcriptase Reversa 123 
RT 104 

propriedades 105 
tcrmocstavel 95; 96; 98; 106 
Transcriptoma 132; 135 
Transfecbo 168; 170; 171; 172; 173; 176; 177 
Transference a 59; 62; 63; 64; 69 
TransRocs clctronicas 218; 219 
r I Vans in it ancia 220 
Trcalosc 106 

Tripsina 377; 378; 385; 388 
Tris-HCl 55 
Trizol 61; 66; 67; 75 
Ubiquitina 205 
Unicclular 1; 4; 5; 6; 7 
Uracil a 10; 12 

N-glicosilasc 126 
Ureia 41; 42; 51; 53 
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Vacuo! o 4 

Vantagens e desvantagens 225;227;23Q;232;233 
Vetores 168; 169; 170; 171; 172 
espermidina 87 
T7 84; 85; 87; 89; 93 
Volume morto 328; 332 


Zona 

de equivalenda 243 
de excesso de anticorpo 244 
de inihi^ao 243 

Western Blotting 249; 251; 252; 253; 366; 369 
prepare da amostra 246 
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